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1. OZET

Serumda hepatit B yiizey antijeninin (HBsAg) negatif oldugu durumlarda,
hepatit B virusu DNA (HBV-DNA)’sinin varlig1 gizli hepatit B olarak bilinmektedir.
Gizli hepatit B’nin prevalanst tam olarak bilinmemesine ragmen, hemodiyaliz
tedavisi uygulanan hastalarda daha sik oldugunu bildiren ¢ok sayida arastirma vardir.
Bu calismada, hemodiyaliz ve periton diyalizi hastalar1 ile kronik bobrek yetersizligi
olup heniiz diyaliz tedavisi baslanmamis hastalarda gizli hepatit B prevalansi
aragtirildi.

Calismaya HBsAg-negatif olan toplam 174 hasta alindi. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yontemi ile hemodiyaliz hastalarinin %2.6’sinda, periton diyalizi
hastalarmin %1.8’inde HBV-DNA varlig1 saptandi. Buna karsilik, heniiz diyaliz
tedavisine baslanmamig kronik bdbrek yetersizligi olan hastalarda gizli hepatit B
enfeksiyonu saptanmadi (%0). Gizli HBV enfeksiyonu sapatanan hastalarla diger
hastalar arasinda karaciger enzimlerinin yiiksekligi ve serum CRP seviyesi yoniinden
anlamli diizeyde farklilik saptanmadi (p>0.05).

Sonug olarak, calismamizda hemodiyaliz uygulanan hastalarda gizli HBV
enfeksiyonu varhiginin diisiik siklikla olsa da goriilebilecegi saptanmigtir. Hem
hemodiyaliz hem de periton diyalizi uygulanan hastalara cihaz kaynakli HBV
bulagimint 6nlemek i¢in sadece serolojik testlerle viriis varliginin arastirilmasinin
yeterli olamayacagi, dolayisiyla, PZR gibi duyarliligi daha yiiksek testlerle bu

hastalarin taranmasinin uygun olabilecegi diisinlilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Hemodiyaliz, peritoneal diyaliz, prediyaliz, gizli hepatit B,

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)



2. ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF OCCULT HEPATITIS B INFECTION IN
HEMODIALYSIS, PERITONEAL DIALYSIS, AND PREDIALYSIS

PATIENTS BY POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) METHOD.

The presence of hepatitis B virus DNA in case of negative hepatitis B surface
antigen in serum is known as occult hepatitis B. Although their exact prevalance is
not known, there are many reports indicating that occult hepatitis B are more
frequently encountered in patients undergoing hemodialysis treatment. The aim of
this study was to investigate the prevalence of occult hepatitis B in patients with
hemodialysis, peritoneal dialysis, and predialytic chronic renal failure.

A total of 174 HBsAg-negative sera were included to the study. HBV-DNA
was detected by polymerase chain reaction (PCR) in 2.6% of hemodialysis patients
and 1.8% of peritoneal dialysis patients. In contrast, there was no occult hepatitis B
virus infection in non-dialyzed patients with chronic renal failure. According to the
liver enzymes and serum CRP levels, there was no statistically difference (p>0.05)
between the occult hepatitis B positive patients and the negative patients.

In conclusion, although it was a low rate, the occult hepatitis B infections was
detected among dialysis patients in our study. Therefore, in spite of serologic
analysis, both hemodialysis and peritoneal dialysis patients should be screened for
occult HBV infections by a more sensitive test such as PCR, in order to prevent the

dialysis-mediated transmision risk of HBV infection.

Key Words: Hemodialysis, peritoneal dialysis, predialysis, occult hepatitis B,

polymerase chain reaction (PCR)



3. GIRIS

Hepatit B virusu (HBV), kronik karaciger hastaliginin en Onemli
nedenlerinden biri olup, tiim diinyada ciddi bir morbidite ve mortalite sebebidir (1).
Hepatit B virusu enfeksiyonunun seyri son derece degiskendir. Hastalar
asemptomatik olarak enfeksiyonu gecirebilir veya akut hepatit gelisebilir. Akut
hepatit ise tamamen iyilesebilir veya %20—40 oraninda siroz, primer hepatoseliiler
karsinom (HSK) veya kronik karaciger hastalig1 olarak ortaya ¢ikabilir (2).

Tiim diinyada 400 milyonu askin sayida kisinin HBV tasiyicisi oldugu ve her
yil global olarak izlenen 530.000 hepatoseliiler karsinom olgusunun 316.000’inin
HBYV ile iliskili oldugu bildirilmektedir. Ayrica her yil diinyada 1.000.000’a yaklasan
sayida kisi, HBV infeksiyonu ile ilgili komplikasyonlardan kaybedilmektedir.
Gilintimiizde; uygulandiginda korunmada yiiksek oranda etkili olabilen bir asis1 olan
HBV infeksiyonu, biitiin diinyada ciddi bir halk sagligi sorunu olarak Onemini
stirdirmektedir (3).

Hepatit B virusu enfeksiyonunun iyilesmesi, Hepatit B yiizey antijeni’nin
(HBsAg) kaybolmasi ile birlikte serumda HBV-DNA’nin negatiflesmesi ve Hepatit
B yiizey antikorlarinin (anti-HBs) pozitifligi olarak tanimlanmaktadir. Enfeksiyonun
belirlenmesinde serolojik gostergelerin saptanmast 6nemli olmakla birlikte, yetersiz
de kalabilmektedir. Kendiliginden veya tedavi ile serolojik olarak HBsAg’si
kaybolan bazi hastalarda serum ve/veya karacigerde hassas PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) teknikleri ile digik diizeyde HBV DNA varligi gosterilmistir (4).
Boylece saptanamayan HBsAg ile birlikte kronik HBV enfeksiyonunu tanimlayan bu
yeni durum gizli (okiilt), sessiz veya latent HBV enfeksiyonu olarak

adlandirilmaktadir (5). Okiilt HBV enfeksiyonlarinin, kriptojenik hepatit ve



hepatoselliiler karsinom (HSK) olgularinda daha sik gozlendigi bildirilmekle birlikte,
enfeksiyonun gizli bir seyir gdstermesinde hepatit C virus (HCV) veya Human
Immunodeficiency Virus (HIV) ile ko-enfeksyonlarin, hemodiyaliz ve
transplantasyon uygulamalar1 ve intravendz ilag bagimliligi gibi faktorlerin etkili
olabildigi ifade edilmistir (5,6). Buna karsin, HBsAg negatif, anti-HBc ve/veya anti-
HBs pozitif olan ve enfeksiyonu gegirdigi diisiiniilen kisilerin bir kisminin yan1 sira,
HBV gostergeleri negatif saglikli kisilerde de HBV-DNA pozitifliginin saptanmasi,
gerek klinik gerekse laboratuvar degerlendirmelerinde sorunlara yol agmaktadir (7).

Bugiinkii yeni degerlendirmelerin 15181 altinda, PZR gibi hassas testlerin
gelismesi ile gizli HBV enfeksiyonu tanimlamasi yapilmistir. Serolojik gostergeleri
negatif olgularda, HBV enfeksiyonunun kesin tanisi i¢in en duyarli yontemlerden biri
olarak HBV-DNA’nin incelenmesi onerilmektedir (8). Bu klinik durumu saptamada
anahtar, HBV-DNA’nin saptanmasi oldugu i¢in, bu islemde kullanilan teknik ve
standardizasyonu gizli HBV sikligin1 etkilemektedir. Ayrica, HBV’nin cografik
dagilimi ve risk faktorlerinin varligi da gizli HBV prevalansimi etkileyen diger
durumlardir. Gizli HBV enfeksiyonunun patogenez ve klinik 6neminin belirlenmesi
icin genis ¢apli caligmalara gereksinim vardir.

Bu calismada hemodiyaliz, periton diyalizi ve prediyaliz hastalarinda gizli

HBYV varliginin PZR ile tanimlanmasi amaglanmastir.

3.1. HEPATIT B VIRUSU

3.1.1. Hepatit B Virusunun Tarihcesi

Ilk kez 1963 yilinda Blumberg ve ark., polimorfik serum proteinleri
konusunda yaptiklar1 ¢aligmay1 yiiriitiirken bir Avustralya yerlisinin kaninda o giine

kadar tanimlanmamig yeni bir antijenin varligini gézlemlemislerdir. “Avustralya



antijeni” ad1 verilen bu protein, giiniimiizde “HBsAg” olarak adlandirilmaktadir. Bu
antijenler akut hepatit B’li hastalarda saptanmis ve bunlarin tip B hepatiti ile iligkili
oldugu gosterilmistir (9).

1970 yilinda ise Dane ve ark., immiin elektron mikroskobi teknigini
kullanarak inceledikleri hasta serumlarinda yiizeylerinde ayni antijeni (Avustralya
antijeni) tasityan virus benzeri partikiilleri saptamislar ve bu partikiillerin HBV
oldugunu ileri sitirerek “Dane Partikiilii” adin1 vermislerdir (10). Dane partikiiliinde
ylizey antijeni disinda ayrica bir ¢ekirdek antijeni de bulundugu gdosterilmis, bunu
izleyen yillarda ¢esitli ¢caligmalarla virusun genomik yapisi ve proteinleri karakterize
edilmigtir (11).

3.1.2. Hepatit B Virusunun Yapisi

Hepatit B virusu, kanathh ve memelilerde enfeksiyon olusturan, genom
organizasyonu, doku tropizmi ve replikasyon stratejileri agisindan birbirine
benzerlikler gosteren ¢esitli  viruslardan olusan Hepadnaviridae ailesinde
yeralmaktadir. Hepatit B virusu, bu ailenin Orthohepadnavirus cinsinde yer alan
prototip bir virustur. insan ve sempanzelerin karacigerinde enfeksiyon olusturur.
Ordekler, agackakanlar ve sincaplarda da Hepatit B viruslan tarif edilmistir. Bu
viruslar da temel olarak hepatotropik viruslardir. Bulunduklar1 konakta persistan
enfeksiyonlara, karaciger kanserine neden olurlar. Calismalarda, agagkakan ve kaz
hepatit viruslar siklikla hayvan hepatit modelleri olarak kullanilirlar (12).

Hepatit B virusunun yapisini aragtirmak amaciyla; akut ve kronik hepatit
hastalarinin  serumlar1 ultrasantrifugasyon islemini takiben yapilan elektron
mikroskobik incelemelerde biiytikliik, yap1 ve miktar gibi oOzellikler agisindan

birbirine benzemeyen ti¢ farkl viral partikiil varligt saptanmistir (11).



1-Dane Partikiilleri: 42 nm (42-47) capinda, tam bir virion yapisinda,
kiiresel sekilli enfeksiyoz partikiillerdir.

2-Kiiresel (sferik) Partikiiller: 22 nm (16-25 nm) capinda, niikleik asit
icermeyen, enfeksiydz olmayan partikiillerdir.

3-Tubuler (filament6z) Partikiiller: 22 nm (16-25 nm) ¢apinda, 100—-500 nm
uzunlugunda, i¢inde niikleik asit bulunmayan ve 6zellikle replikasyonun s6z konusu
oldugu kisilerin serumunda bulunan enfeksiydz olmayan partikiillerdir.

Her ti¢ tip partikiiliin de anti-HBs antikorlar1 ile reaksiyon vermesi, tiimiiniin
yapisinda HBs antijeni denilen ortak yiizey antijeninin bulundugunu gosterir. Hepatit
B virusu yiizey antijeni 24 kD biiytikliigiinde bir protein olup, glikozillenmis veya
glikozillenmemis sekilde bulunabilir. Hepatit B virusu ile enfekte bireylerin
serumlarinda bol miktarda enfeksiyon olusturmayan HBsAg saptanir. As1 iiretiminde
ozellikle enfeksiyon olusturmayan 22 nm’lik HBsAg yapilart kullanilir (13). 22
nm’lik partikiillerin tamami yilizey antijeninden olusurken, Dane partikiillerinin
sadece 7 nm kalinhigindaki dis bolgesi, lipid tabakasi i¢ine integre olmus ylizey
antijeninden meydana gelir. Bu tabakanin altinda ise 25-27 nm c¢apindaki “Kor
Bolgesi” bulunur. Akut hepatit B olgularinda saptanan anti-HBc (Hepatit B kor
antikoru) ile de bu bolgenin reaksiyon verdigi belirlenmistir. Giiniimiizde HBcAg
(Hepatit B kor antijeni) ad1 verilen bu bolgenin, kilif tabakasindan farkli bir antijenik
yapiya sahip oldugu bilinmektedir. Niikleokapsit bolgesi, HBcAg 6zelliginin yani
sira bu antijenin yapisal degisiklige ugramis sekli olan HBeAg (Hepatit B e antijeni)
Ozelligini de tasir. Kor bolgesi bu iki antijenin disinda, virus DNA’sini, DNA
polimeraz enzimini ve DNA’ya kovalent baglarla birlesmis bir polipeptidi de igerir.

Enfektif 6zellikte olmayan formlar Dane partikiiliine gore daha fazla iiretilir (%85).



Dane partikiillerinin sayis1 10%-10°/ml arasinda iken, enfeksiyéz olmayan kiiresel
partikiillerin sayisimn 10"*/ml veya daha fazla oldugu bildirilmistir (11,14 ).

Hepatit B virusu, 30-32°C’de saklandiginda en az alt1 ay, -20°C’de ise 15 yil
enfektivitesini kaybetmemektedir. Zarfli bir virus olmasina ragmen, eter, diisik pH
etkisinde 6 saat, 98°C’de bir dakika veya 60°C’de 10 saat enfektivitesi devam
etmektedir. Bu ozellikler virusun kisiden kisiye gecisteki etkinligine katkida bulunur

ve dezenfektanlara direncini saglar (15).

3.1.3. Viral Genomun Yapisi

Hepatit B virusu, bilinen hayvan viruslar i¢inde en kii¢iik genoma sahip olan
zarfli bir DNA virusudur. Diger DNA viruslarindan farkli bazi 6zelliklere sahiptir.
Viral genom kismen ¢ift (= %70) kismen de tek (= %30) iplikli, gembersel DNA’dan
olusur ve DNA’y1 ikozahedral bir kapsid ¢evreler. Bunun diginda da ti¢ farkli yiizey

antijenini tastyan lipid yapili zarf yer alir (Sekil 1) (14,16).

Kicik yizey
proteini (S}

B Orta yizey proteini
. ~ (S+Presz)
-

= Biyilk yizey proteini

Polimeraz

Sekil 1. HBV virionunun sematik yapisi (16)



Virus proteinlerini kodlayan uzun zincir (L veya negatif zincir) 3200
niikleotid tasir ve tam bir halka olusturur. Daha kisa olan zincirin (S veya pozitif
zincir) uzunlugu ise degiskendir (1800-2700 niikleotid). Bu nedenle DNA
molekiiliiniin bir kism1 tek sarmallidir. Bu zincirler ortak baz ciftlerine sahip olup,
sirkiiler bir yapt halinde bulunmakla birlikte, 3 ve 5’ uglart ile birbirleriyle
birlesemediklerinden gergekte lineer molekiillerdir. Hepatit B virusu DNA’sinin
cembersel sekildeki yapisal biitiinliigli her iki zincirin 5’ uglarindan birbirlerine
hidrojen baglar1 ile tutunmalar1 sonucu gergeklesir. Bu bolgeler 10—12 niikleotidlik
yinelenen dizinlerden meydana gelmis sabit bolgeler olup, DR (Direct Repeats)
olarak adlandirilirlar. Hepatit B virusunda iki adet DR (DR1 ve DR2) bulunur.
Negatif iplik¢igin 5° ucunda kovalen baglanmis viral polimeraz ve pozitif iplik¢igin
5’ ucunda kovalen baglanmis oligoniikleotid RNA bulunur. Viral genomun bu yapisi
gevsek sirkiiler DNA (rcDNA= relaxed-circular, partially double —stranded DNA)
olarak adlandirilmaktadir (11).

Hepatit B virusunun kodlanmis genetik bilgisinin tiimii negatif sarmal
tizerindedir. Sarmal iizerinde 4 tane acik okuma alani (ORF=open reading frame)
vardir. Bunlar S, C, X ve P bolgeleridir. Bu dort gen bolgesi birbiri ile i¢ igedir.
Genomun en uzun geni olan P geni X ve C geni ile kismen, S geni ile tamamen
cakismis durumdadir. Bu sekilde uzun sarmal 1.5 defa okunur. HBV’nin S geni;
virionu c¢evreleyen yiizey proteinlerini, C geni; kapsid proteinlerini, X geni; X
proteinini ve P geni de; revers transkriptaz aktivitesine sahip DNA polimerazi kodlar.
Gen {izerinde bulunan her bolge (S geni iizerindeki pre-S1, pre-S2 ile C geni
tizerindeki pre-C ve C bolgeleri) igin farkli baslangi¢ kodonlar1 bulunmaktadir. Bu
sekilde birbiri ile iligkili, birden fazla proteinin sentezi saglanmis olur (14). Hepatit B

virusu, dort adet ORF’ya sahip olmasina ragmen yedi degisik polipeptit



iretebilmektedir (LHBs, MHBs, SHBs, HBeAg, HBcAg, DNA polimeraz ve

HBxAg) (3).

3.1.4. Viral Proteinler

Yiizey proteinleri: S geni tarafindan biiylik yiizey proteini (LHBs-Large
HBs), orta yiizey proteini (MHBs-Medium HBs) ve kiigiik yiizey proteini (SHBs-
Small-HBs) olmak {izere ii¢ adet yiizey proteini sentezlenir. Bu proteinler hem Dane
partikiillerinin ylizeyinde hem de enfekte hastalarin karaciger ve serumlarinda
belirlenen 22 nm ¢apindaki kiiresel ve tiibiiler partikiillerin yapisinda bulunurlar
(14,16).

LHBs: S geninde okuma ilk kodondan (pre S1) baglarsa pre-S1, pre-S2 ve S
gen bolgelerinin tiimii okunur ve gen iirlinli olarak biiyiik yiizey proteini sentezlenir.
Bu proteinin virionun konak hiicreye baglanmasinda rolii oldugu diistiniilmektedir.
En fazla Dane partikiillerinin ylizeyinde bulunur. Tibiiler partikiillerin kilifinda da
bulunur. Fakat sferik partikiillerde miktar1 oldukga azdir. Dane partikiiliiniin olusumu
ve konak hiicreden salinimi i¢in LHBs ve SHBs’nin sentezlenmis olmasi sarttir,
MHBsAg ise sart degildir (17). LHBs/SHBs orani hepatositlerde olusan partikiiliin
seklini belirler. LHBs’nin hepatositlerde lezyon olusumu ve HSK gelisimi ile ilgili
rolii olduguna inanilmaktadir. Ayrica kor partikiillerinin kiliflanabilmesi i¢in de
LHBs’ye ihtiya¢ vardir (18).

MHBs: Orta yiizey proteinidir. Okumanin ikinci kodondan baslamasi ve pre-
S2 ve S gen bolgelerinin okunmasiyla olusur. Her 3 partikiilde minér komponenttir.
HBV’nin hepatositlere tutunmasinda gorev aldigi disiliniilmektedir. Replikasyon
olmadigi durumda HBsAg icinde bulunmaz. Bu nedenle MHBsAg mevcudiyeti viral

replikasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir. Enfeksiyonun erken doneminde



LHBs ve MHBs’nin ortaya ¢iktig1 gosterilerek bu proteinlere karsi gelisen antikor
varliginin iyilesmenin gostergesi oldugu kabul edilmistir (19).

SHBs: Kilifin kiiciik proteinidir. Gen iizerinde sadece S bolgesinin
okunmasiyla sentezlenir. HBsAg’nin biiyiik kismini olusturan major proteinidir ve 3
partikiil tipinde de baskin olarak bulunur. Kanda olusan S geni iiriinlerinin %5-151
MHBEs, %1-2’si LHBs, geri kalanin1 da SHBs olusturur (14,20).

Kor proteinleri: Hepatit B virusunun C geni; pre-C ve C olmak iizere iki ayr1
bolgeye sahiptir. Okuma isleminin baslangic bolgesine gore iki farkli protein
sentezlenir. Okuma islemi pre-C’den baslarsa her iki bolge (pre-C ve C) de okunur
ve HBeAg proteini sentezlenir. C bdlgesinden baglarsa HBcAg proteini sentezlenir
(20). HBcAg sentezlendikten sonra endoplazmik retikuluma gidemez ve konak hiicre
sitoplazmasinda kalir. 21.5 kD’luk HBcAg, viral DNA’y1, viral polimeraz ve
riboniikleaz H’1 ¢evreler. Viral DNA’ya sikica baglanir. Bu nedenle, anti-HBc ile
reaksiyona girebilmesi i¢in kor partikiillerinin pargalanip, serbest polipeptit
zincirlerinin agiga ¢ikmasi gerekir. HBcAg intraniikleer yerlesimli olup ancak aktif
hastalik doneminde ve asir1 replikasyon gosteren olgularda sitoplazmada yaygin
olarak belirlenebilir ya da dogal enfeksiyon seyri esnasinda ¢ok kisa bir siire i¢in
serumda serbest halde bulunabilir. Fakat anti-HBc ile hizla birlesir ve kompleks
olusturur. HBcAg hiicre dis1 ortama sekrete edilmez. Bu nedenle, dolasimda HBcAg
tespit edilemedigi i¢in tan1 amaciyla da kullanilamaz (3,16,21).

Okuma Pre-C’den basladigi zaman hem pre-C hem de C bolgesi okunur ve
HBeAg sentezlenir. Olusan iiriin, N terminal ucundaki 29 aminoasitlik boliim diginda
HBcAg sekansi ile tamamen aynidir. Bu boliim sayesinde endoplazmik retikuluma
girer ve bir peptidaz tarafindan karboksiterminal ucundaki 34 aminoasitlik boliimii

kesintiye ugratildiktan sonra iglenmis bir protein olarak golgi cisimcigi lizerinden
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HBeAg olarak sekrete edilir (3,19). HBeAg, yapisal bir protein degildir, hepatositin
dis yilizeyinde ve serumda ¢oziiniir halde bulunur. Spesifik olarak serum albumini,
immiinglobulin ve alfa-antitripsine baglanir. Anti-HBe’ye baglanabilir, fakat anti-
HBc ile reaksiyona girmez. Fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte devam
eden bir viral replikasyonun gostergesi oldugu diistiniilmektedir. Ancak yapilan bazi
calismalar, replikasyon ig¢in gerekli olmadigi ve anti-HBe ile birlikte vireminin
saptanmasinda giivenilir parametre olamayacagini diisiindiirmiistiir (3,18, 22). Ciinkii
prekor bolgesindeki mutasyonlar sonucu HBeAg olugmayabilir. Bu mutasyon, bir
stop kodonu kodlayarak translasyonun sonlanmasi ve HBeAg yerine giidiikk bir
protein olusmasma neden olur. Bdylece HBe Ag sentezi bloke edilir. Fakat
replikasyon devam eder. Bu sekildeki mutant suslar atlanabileceginden replikasyonu
gosterebilmek icin HBeAg ve Anti-HBe’nin kullanilmasinin giivenilir bir yol
olmadig bildirilmektedir (23,24).

HBeAg ve HBcAg olduk¢a immiinojeniktir. Her ikisinin de T ve B
hiicrelerini tantyan epitoplara sahip oldugu gosterilmistir. Her ikisine karsi da hem
hiicresel hem de humoral cevap gelisir (3,18). HBcAg’'nin immiinojenitesi
HBeAg’den daha fazladir ve daha ¢ok T hiicre bagimsiz antijen 6zelligi gosterir.
HBcAg’e 6zgiil T hiicreleri, HBsAg humoral cevabini baglatabilir ya da bu cevaba
fonksiyonel yardim saglayabilir (25). Ancak anti-HBs’nin tersine HBcAg’ne karsi
olusan antikorlarin koruyucu ozelligi yoktur. Anti-HBc IgM, akut donemde
HBsAg’nin kaybolup anti-HBs’nin heniiz belirmedigi déonemde (pencere donemi)
pozitiflesir. Fakat tek basina akut enfeksiyon gostergesi degildir. Ciinkii bazi HBV
tagiyicilart ile ¢ogu kronik hepatitli hastada diigiik titrede de olsa bu antikorlara
rastlanir. Bu nedenle anti-HBc IgM’nin pozitifliginden ¢ok negatif bulunmasi daha

degerlidir (3).
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Pol (P) proteini; bu protein en uzun gen bolgesi olan P geni tarafindan
kodlanir. Genomun %4’iinii kaplar. Pol proteini iriinleri virusun replikasyonunda
onemli enzimatik gorevler istlenir. Niikleokapsid birlesmesi ve paketlenmenin
koordinasyonunda rol oynamaktadir (26). Pol geni dort farkli bolgeden olugmaktadir
(27);

a) Terminal protein (tp),

b) Spacer (ara, birlestirici) bolge,

c¢) Revers transkriptaz/ DNA polimeraz (rt),

d) Riboniikleaz (rn) bolgesi.

X proteini; HBV genomunun en kiigiik geni olan X geni bolgesi tarafindan
kodlanir. Kanatli hayvan hepadnaviruslarinda yoktur. Fakat tiim memeli
HBV’larinda bulunur. Muhtemelen baslica gorevi viral proteinlerin {retimini
arttirmaktir. Timor siipresor gen lriiniiniin (p53) islevini bozarak, hepatoselliiler
karsinom gelisiminde rol oynayabilecegi diisiinlilmektedir (28). Bu proteine karsi
anti-HBx antikorlar1 meydana gelir. Anti-HBx antikorlarinin tespit edilmesinin

hepatoselliiler karsinomun erken tanisinda yararl olabilecegi bildirilmistir (29).

3.1.5. Viral Replikasyon

Hepatit B virusu i¢in hedef organ karaciger olup, hedef hiicre ise
hepatositlerdir. Hepatositler disinda monositlerde, pankreas hiicrelerinde de HBV
genomu saptanmistir. Hepatit B virusunun insan hepatositlerine tutunma ve giris i¢in
kullandig1 yiizey molekiilleri heniiz kesin olarak aydinlatilamamistir. Fibronektin,
transferrin reseptorii, apolipoprotein H, polimeraz, insan serum albumini, pre-S2
glikan, HBV baglayan faktor, endoneksin-2, siyaloglikoprotein gibi pek ¢ok reseptor

adayinin HBV’nin konak hiicreye baglanmasinda rol oynadigina inanilmaktadir.
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Tim yiizey antijenlerine sahip parcaciklarin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi
saptanmistir. Dolayisiyla HBV’ye ait S, M ve L proteinlerinin bu reseptorlere
tutunmada Onemli rolleri oldugu kabul edilmektedir (16). Hepatosite baglanan
virusun konak hiicre cekirdegine nasil ulastigi da tam olarak bilinmemektedir.
Muhtemelen HBV, reseptor bagimli endositoz yoluyla hiicre igine girmekte, virus
zarfi ve hiicre membrani arasinda flizyon meydana gelmekte ve niikleokapsit
sitoplazmaya siginmaktadir. Kapsitin par¢alanmasiyla da viral genomik DNA ve
polimeraz cekirdege taginmakta, daha sonra ise bu yapilar islenmeden konak hiicre
cekirdegine ulagsmaktadir (30). Viral replikasyonun basinda polimeraz enzimi,
niikleusa tasiman kismen ¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest halde bulunan DNA
(rcDNA; relaxed-circular, partially double—stranded DNA)’nin kisa sarmalinin eksik
olan bdliimiinlin tamamlanmasinda rol oynar. Bunun i¢in negatif iplik¢igin 5° ucuna
tutunmus olan viral polimeraz, pozitif iplik¢igin 5’ ucuna tutunmus olan kisa RNA
dizisinden baglayarak pozitif iplik¢igi tamamlar. Uglar arasindaki agiklik onartlir.
Her iki DNA molekiilii birbirine ligasyon reaksiyonu ile baglanir. Sonugta tamamiyle
cift sarmalli, siiper kivrimli, uglar1 kovalen bagla kapali, sirkiiler yapida HBV-DNA
(covalently closed circular DNA= cccDNA) olusur (31). Bu basamak viral genom
replikasyonunun ilk ve en 6nemli asamasidir. cccDNA, viral pregenomik RNA
(pgRNA) i¢in kalip gorevi gordiigiinden enfeksiyonun basladigini gosterir. Hepatit B
virusu replikasyonu; pgRNA aracisin1 kullanarak revers transkripsiyonla rcDNA
sentezlenmesi basamaklarint igeren bir siliregtir. cccDNA olusumunun enfekte
hepatositlerde virus inokulasyonundan sonraki ilk 24 saatte meydana geldigi
saptanmistir. cccDNA, HBV’nin hepatositlerde persistansinda etkili olan molekiil
olup virusun antiviral tedavi sonrasinda izlenen reaktivasyonlarindan sorumludur

(16). Ciinkii RNA iceren viral kapsitlerin bazis1 zarf antijenleri ile kaplanmayip geri
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hiicre i¢ine doner ve cccDNA’y1 amplifiye ederek replikasyonunu devam ettirir (12).
Konak hiicre niikleusunda cccDNA kalip olarak kullanilarak konak hiicre RNA
polimeraz yardimi ve viral diizenleyicilerin etkisi ile viral RNA’lar sentezlenir.
Genomik DNA’dan transkripsiyon sonucu her biri farkli uzunlukta 4 adet mRNA
sentezlenir ve transkriptler sitoplazmaya geger (Sekil 2) (16). Bunlar:

1. 3.5 kb’lik en biiyilk mRNA (pgRNA) : Genomik DNA’nin sentezinde kalip
gorevi goriir. Pre-C/C ile polimeraz proteinlerinin ekspresyonundan
sorumludur.

2. 2.4 kb’lik mRNA: pre-S1, pre-S2 ve HBsAg’yi kodlar

3. 2.1 kb’lik RNA: sadece preS2 ve S proteinlerini kodlar.

4. 0.7’lik m-RNA: X proteinini kodlar.

4 strand

Sekil 2. HBV genomik organizasyonu ve sentezlenen RNA’lar (16)
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Olusan bu transkriptler, sitoplazmada tranlasyon islemi ile viral pregenom
tiriinlerini (HBsAg, HBcAg, HBeAg, polimeraz ve HBxAg) sentezlettirirler. Bu
sirada 3.5 kb mRNA’larmn bir kismi1 selektif olarak P gen firiinleri ile birlikte, yeni
sentezlenen kor partikiilleri igine yerlesir. Kor partikiilleri i¢inde viral polimeraz
enziminin revers transkriptaz aktivitesi ile pgRNA’dan viral DNA (-) iplik¢igi
sentezlenir. Bu sentezlenme sirasinda es zamanli olarak enzimin riboniikleaz H
aktivitesi ile pgRNA yikilir. Polimeraz aktivitesi ile (-) iplik¢ikten (+) iplikgik
sentezlenerek viral genom olusturulur. Kor kismi1 kilif proteinleri tarafindan gevrilir.
Polimeraz tiikenir, bu nedenle kisa zincirin sentezi tamamlanamaz. Bu sarmal eksik
kalir. Her 3 zarf proteinlerini iceren virionlar, endoplazmik retikulumdan golgi
kompleksine tasinir. Burada zarf proteinlerinin glikolizasyonu tamamlanir ve olgun

virion kan dolagimina salinir (Sekil 3) (16,32,33).

15



-.' 'l "-
- v

X Hba :""rl"' o
N e ® ==

' a o -f""

\ PreCipgRMA \.t £ ¥ pgRNASP

o

1. Tutunma, adsoprsiyon ve penetrasyon

2. Ozyapinin (core) cekirdege tasinmasi

3. cccDNA’nin olugmast

4.Transkripsiyon / viral RNA’larin sentezi

5. Translasyon / viral proteinlerin sentezi

6. Pre-genomik RNA ve viral polimerazin enkapsidasyonu
7. Revers transkripsiyon ile DNA sentezi

8. HBe antijeni salinimi

9. Sferik ve filament6z partikiillerin salinimi

10.0lgun, infeksiydz virionun (Dane partikiilii) salinimi

Sekil 3. HBV replikasyonunun sematik goriinimii (16)

3.1.6. HBV Genotipleri

Genotip; bir genomun genetik 6zelliklerini, niikleotid degisimlerini, niikleotid
insersiyonu veya delesyonlarini temel alarak tip ya da subtip olarak tanimlanmasidir.
HBYV genotipleri arasinda tiim genom dizisinde %8; S genine gore ise % 4’den fazla
farklilikk bulunmaktadir. Buna gére HBV genomu A’dan H’ye 8 ana genotip
olusturmaktadir. Bu genotipler ile HBsAg subtipleri arasindaki iliskilerin

belirlenmesi amaciyla genom sekanslari ile S geni sekanslar1 karsilastirilmis, S geni
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diizeyinde genotip farklilik sinir1 %4 olarak tespit edilmis ve genotip-subtip dagilimi
yapilmustir (16).

Hepatit B virusu subtipleri, HBsAg parikiillerinde HBsAg proteinlerinin S
bolgesini olusturan aminoasitlerin belli bolgelerde farkli dizilis gostermeleri temel
almarak yapilan bir siiflama sonucu belirlenir. Bugiine kadar ayw, ayr, adw, adr
olarak adlandirilan 4 biiyiik subtipi ve e, j, k, q ve x veya gibi antijenik
determinantlar ile awr, adwr, adyw, adyr ve adywr gibi alisilmadik subtip
determinantlar1 tanimlanmistir. Bu subtipler, farkli genotipler i¢inde yeralir. Diinyada
en yaygin cografik dagilimi genotip D gosterir. Ulkemizde yapilan genotip
calismalarinda da HBV genotip D’nin HBV enfeksiyonlarinin tamamindan sorumlu
oldugu saptanmistir (34). Yapilan subtip ¢alismalar ile de iilkemizde HBV subtipi
“ayw” olarak ortaya ¢ikmistir (35). Grup spesifik determinant “a” tiim HBsAg
subtiplerinde bulunur. Serumdaki antikor baglayan aktivitenin %80’ bu bdlgede
olup virionun dis yiiziinde bulunan “a” determinantina karsi gelisen antikorlar
HBV’nin hepatositlere baglanmasini engeller ve tiim subtiplere karsi etkili bir
bagisiklik saglar. “a” determinanti as1 veya dogal enfeksiyon sonrast olusan
antiHBs’lerin biiyiik kismini1 baglama 6zelligine sahiptir (19). Farkli ya da benzer
subtiplerle olusan reenfeksiyonlardan korunmanin “a” deteminantina karsi gelisen
cevap ile oldugu diisiiniilmektedir (36). Hepatit B virusunun subtipleri monoklonal
antikorlarla serolojik olarak ayirt edilebilir ve HBV enfeksiyonunun izini siirmede
yardimci olabilirler (37).

Genotiplerin viral replikasyon hizi, karaciger hastaliginin gidisi ve antiviral
tedaviye cevaptaki rolleri yakin zamanda dikkat ¢gekmigtir. Fakat yeterli bilgi birikimi
heniiz mevcut degildir. Elde edilen bilgiler, baz1 genotiplerin HBe serokonversiyonu

ve spontan remisyon, karaciger hastaligi siddeti ve tedaviye cevapla ilgili
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olabilecegini diislindiirmektedir (38). HBsAg-negatift HBV enfeksiyonlarinin
%61’inde genotip D goriiliitken HBsAg pozitif hastalarin %53’iinde genotip A
enfeksiyonu tespit edilmistir (4). Bu da {lilkemizde oldugu gibi genotip D’nin yaygin
olarak bulundugu bolgelerde HBsAg negatif kanlar ile HBV geg¢isinin daha sik

olabilecegini diisiindiirmektedir.

3.1.7. HBV Mutasyonlari
Hepatit B virusu enfeksiyonu, HIV ve HCV enfeksiyonu gibi yiiksek
diizeyde virion tiretimi ve yikimi ile karakterize bir enfeksiyondur. Viral genomun
kodladig1 bir revers transkriptaz enzimi ile viral genomdan daha uzun bir RNA ara
tiriin (pregenomik RNA) iizerinden virus replikasyonu gergeklesir. Viral genomda
kodlama yapmayan higbir bdlge yoktur. Genomun sirkiiler yapist nedeniyle
proteinleri kodlayan gen dizileri st iiste cakistigi i¢in (overlapping) herhangi bir
proteini kodlayan bolgede ortaya ¢ikan dizi degisikligi (mutasyon, delesyon vs.)
diger proteinin sentez ve yapisii etkileyebilir. Ornegin, P ORF’deki mutasyonlar
daha ¢ok ilaglara direncin ortaya ¢ikisini saglarken; S ORF iiriinlerinin antijenik
yapisini da etkilemektedir. HBV ile enfekte olgulardan elde edilen suslar iizerinde
yapilan ¢aligmalar ile genom tizerinde herhangi bir yerde (S, pre-C/C, X, P, Promoter
ve Enhancer) ortaya ¢ikabilen bu mutasyonlarin su mekanizmalarla olustugunu
gostermistir (19,26).
1- Genom iizerinde herhangi bir yerde, bir veya daha fazla niikleotidin silinmesi,
2- Tek bir taban bazinin degisimi (nokta mutasyon),
3- Ayni sekansin diiz veya ters bigimde tekrar edilmesi,

4- Niikleotid sekanslarinin yeniden diizenlenmesi.

18



Aktif bagisik cevaba ragmen bu mutant suslarin olusumu ile virus yasama devam
eder. Bu da tanmida karisiklifa ve as1 calismalarinda basarisizliklara yol agar. Bu
mutasyonlar:

a) Yiizey Kilif Mutasyonlari; HBV genomunun en heterojen bolgesi pre-S
dizilimidir (39). HBV’nin S gen bdlgesinde mutasyonlarin goriilmesi miimkiindiir.
Eger bu mutasyon pre S/S bolgesindeki bir noktadaysa, HBsAg antijenitesinde ve
anti-HBs cevabinda degisiklige neden olabilmektedir (4,40). Tim tiplerde “a”
determinant1 ortaktir. Bu bdlgeye karsi olusan antikorlar HBV’nin hepatositlere
baglanmasini 6nler. Asilama veya dogal enfeksiyon sonrasi herhangi bir subtipe karsi
gelisen humoral bagisiklik tiim serotiplere karst koruma saglar.  Giiniimiizde
uygulanan hepatit B asilarinin  ¢ogu HBsAg’ni tasimaktadir. Fakat “a”
determinantinda olan aminoasit degisiklikleri HBsAg’nin ii¢ boyutlu yapisinda
onemli degisiklige yol agmakta; anti-HBs’nin nétralizan etkisinden kurtulmasina ve
replikasyona devam etmesine neden olmaktadir. Bu sekildeki mutasyonlar sonucu
olusan kagak (escape) mutant viruslar HBV agilamasi ile korunulamayan
enfeksiyonlara neden olur (41). Ayrica rutin kan dondrii taramalarinda kullanilan
HBV’nin “a” determinantina duyarli olan ticari ELISA kitlerinin HBsAg’i
saptayamamasina neden olur. Bu durum, gizli HBV enfeksiyonlu hastalarin
bazilarimin patogenezinde gorev alirken (4), anti-HBs bulunmasina ragmen HBV
enfeksiyonu gelismesine de neden olabilmektedir (42).

b) Prekor/kor mutasyonlari: Prekor bolgesinde goriilen en 6nemli mutasyon
HBeAg’nin {iretilememesi ile sonuglanan “stop kodon” olusumudur. Normalde
prekor bolgesinde stop kodon bulunmaz. Prekor bolgesinin baglangic kodonundan
baslayan sentez islemi kor bolgesinin start kodonu ile devam eder. Prekor bolgesinde

meydana gelen stop kodon mutasyonunda translasyon sonlanir. HBeAg yerine giidiik
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bir protein olusur. Boylece “e” antijeni sentezi bloke edilir ve HBeAg iiretilemez.
Fakat HBcAg’nin sentezi devam eder (43). HBeAg sentezleyemeyen mutant sus,
muhtemelen konagin sitotoksik cevabindan kacarak hayatin1 = stirdiirmektedir.
Uzerinde HBeAg bulunan hepatosit, anti-HBe nin de etkinligi ile bir siire sonra lizise
ugrar. Sonugta, HBeAg negatif mutant sus dominant hale gelir. Prekor mutantlarin
varlig1; asemptomatik HBV tasiyicilarinda, kronik viral hepatit B’li olgularda, ciddi
karaciger hastalig1 olanlarda ve fulminan hepatit B’li hastalarda gosterilmistir. Bu
mutantlarin hepatositlere nasil zarar verdigi heniiz tam olarak bilinmemektedir.
HBeAg negatif mutantlar ile enfekte olgularda farkli serolojik profillere rastlanir.
Normalde HBeAg’nin kaybolmasi, HBV-DNA’nin azalmasiyla birliktedir. HBV-
DNA, bazi olgularda immunoblot teknigi ile her zaman gosterilemeyebilir. Siipheli
durumlarda PZR ile arastirtlmalidir. HBV-DNA testlerinin kullanima girmesi ve
HBeAg-negatif mutantlarin tespitinden sonra, HBeAg ve anti-HBeAg’nin viremiyi
gosteren giivenilir parametreler olmadigi ortaya ¢ikmistir. Viral replikasyonun direkt
gostergesi HBV-DNAnin tespitidir. Kor bolge mutasyonu sonucu HBV, 6zellikle T
hiicre cevabindan kagmay1 basarmaktadir (44,45).

c) Polimeraz geni mutasyonlari: Polimeraz gende dogal olarak ortaya ¢ikan
mutasyonlardan ziyade, niikleozid analoglar1 ile tedavi sirasinda ortaya ¢ikan ve ilag
direncine neden olan mutasyonlar 6nem tasir. Niikleozid analoglar1 arasinda en ¢ok
denenen ajan lamivudin olup, bir revers transkriptaz inhibitoriidiir. Hepatit B virusu
replikasyonunu etkili bir sekilde baskilar ve HBV-DNA seviyelerini diisiiriir. Tedavi
sirasinda ortaya ¢ikan mutasyonlar 6 aydan sonra goriilmeye baslar ve sikligi
zamanla artar. Bu mutasyonlardan en stk YMDD mutasyonu goriilmektedir (46).
Lamivudine direngli HBV mutantlar1 HIV suslari ile ayn1 mutasyona sahiptirler (47).

d) X geni mutasyonlari: HBxAg regiilator bir proteindir. Bu gendeki
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mutasyonlarin 6nemi bilinmemektedir. Kronik HBV enfeksiyonlu, HSK’11, fulminan
hepatit B’li ve ilerlemis sirozlu hastalarda X geni {izerinde mutasyonlar tespit
edilmistir. Bu gruplarda DNA ekspresyon ve replikasyonun baskilandigi ve bu

sekilde HBsAg’nin negatiflestigi bildirilmistir (58).

3.2. HEPATIT B VIRUSUNUN EPIDEMiYOLOJiSI

3.2.1. Hepatit B Virusunun Bulas Yollan

HBsAg ve HBV-DNA serum, idrar, ter, gozyasi, semen, tiikriik, feces, beyin
omurilik sivisi, vaginal salgilar gibi birgok viicut salgisinda saptanmistir. Salgilardaki
viral yiik yogunlugu degiskendir. En fazla serumda, sonra semen ve tiikriikte
bulunmaktadir. Bu nedenle semen ve tiikriigiin bulasta énemli bir araci olduklari
kabul edilirken diger salgilarin bu agidan ¢ok 6nemli olmadiklar1 diigiiniilmektedir
(49).

HBYV enfeksiyonunun dort ana bulag yolu vardir;

1. Perkiitan bulas: Enfekte kan ve viicut sivilart ile mukozal ya da kutan6z temas
sonucu olusan bulagsma sekli olup en Onemli bulagsma yollarindan biridir. Cogul
transfiizyon yapilan hastalar, hemodiyaliz hastalari, damar i¢i uyusturucu bagimlilari,
déovme yaptiranlar, 6zellikle cerrahlar, patologlar, hemodiyaliz calisanlari olmak
tizere saglik calisanlar perkiitan bulasma i¢in yiiksek risk tagiyan gruplardir. Virus
insan viicudu disinda yedi giinden uzun siire canli kalabilir. Bu nedenle, kanla
bulagsmig dis firgasi, havlu, jilet, tras makinesi, banyo malzemeleri gibi giinliik
esyalarin ortak kullanim1 da bulag kaynagi olabilmektedir (49).

2. Cinsel temas: En ¢ok risk tastyanlar homoseksiiellerdir. Genital sekresyonlarda
diisik miktarda virus bulunmasma ragmen heteroseksiiel temas ile de bulas

miimkiindiir. Semen ve tiikiiriikteki viral yiik aym kisinin serumundakinden 10° kez
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daha azdir. Ancak semen ve tiikiiriigiin bulasta 6nemli bir arac1 olduklar1 kabul edilir.
Ciinkii semen ve tiikiiriikte siirekli enfeksiydz virion bulunur. Egleri HBV ile kronik
enfekte olanlar, cinsel yolla bulagan bagka bir hastaligi olanlar, ¢cok esliler de risk
altindadir (49).

3. Perinatal-vertikal bulagsma: Enfekte anneden yenidogana bulasma seklidir.
Bulagma; gebelik sirasinda, dogum esnasinda veya dogum sonrasi olabilir. Tastyici
bir annenin perinatal donemde (3.trimester-dogum sonrasi ilk 2 ay) enfeksiyonu
bebegine gegirme ihtimali yiiksek (%40-50), intrauterin bulasma orani ise daha
diisiiktiir (%5-10). Eger annede HBeAg pozitifligi s6z konusu ise bu oran %70-90’a
ulagir. Bunlarda enfeksiyon %90 kroniklesir (50).

4. Horizontal bulagma: Enfekte kisilerle cinsellik igermeyen yakin temas sonucu
olusabilen bulasma seklidir. Mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Diisiik
sosyoekonomik diizey, kotii hijyen, kalabalik yasam sartlarn HBV bulagini
artirmaktadir (11). HBV’nin hepatositler yaninda periferik kanda mononiikleer
hiicrelerde de replike olabilmesi nedeniyle az miktardaki enfekte kanin, cinsellik
icermeyen yakin temastaki bireylerin hasarli derisiyle temasimin horizontal
bulagmaya yol agabilecegi diisiinlilmektedir. Tikiiriikk gibi viicut sivilar1 da hasarli
deriye temas ederse bulagsma olabilir (50).

Enfeksiyon genellikle yetiskin ¢agda kazanilmaktadir. Eriskinler igin
enfeksiyonla kargilasma oran1 %20’yi gecmez. Cinsel temas ve perkiitanz temas en
onemli bulag yolu olmakla birlikte perinatal ya da erken ¢ocukluk doneminde alinan
enfeksiyon da HBV enfeksiyonuna onemli 6l¢iide kaynaklik etmektedir. Ciinkdi;
enfeksiyonu tasiyan infant oyun arkadasina, ileride cinsel partnerine ve eger kadinsa

doguracagi ¢cocuguna enfeksiyonu gegirebilir (51).
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3.2.2. Hepatit B Virus Enfeksiyonunun Prevalansi

Diinyada HBV ile karsilasmis insan sayist iki milyarin, HBV tasiyici sayisi
ise 400 milyonun tizerindedir. Her y1l yaklagik olarak 500000—1200000 kisi HBV ile
iligkili nedenlerle 6lmektedir. Hepatit B virusuna bagl hastaliklar Asya, Afrika ve
Pasifik kiyilarinda en 6nemli ii¢ 6liim nedeninden biridir (52).

Hepatit B virusu enfeksiyonu, tiim diinyada cografik bolgelere gore farkl
dagilimlar gostermektedir. Hepatit B virusunun goriilme sikligina gore diisiik, orta,
yiiksek endemisite bolgeleri tarif edilmistir (11). HBsAg pozitifligi % 8’in iizerinde
olan iilkeler yiliksek endemisite (Uzak dogu {ilkeleri, Afrika {ilkeleri, Amazon
bolgesi, Pasifik adalari, Alaska, Avustralya ve Yeni Zelanda yerlileri), % 2-7
arasinda olanlar orta endemisite (Kuzey Afrika iilkeleri, Ortadogu iilkeleri, Akdeniz
havzasi, dogu Avrupa ve Rusya), % 2’nin altinda olanlar ise diisiik endemisite (ABD,
kuzey ve bati Avrupa iilkeleri, Avustralya) bolgeleri olarak tarif edilmistir. Viral
hepatitle ilgili iilkemizde yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen veriler, Tiirkiye’nin
hepatit B acisindan orta derecede endemik bir bolgede oldugunu gostermektedir
(11,20). Diinya genelinde HBsAg pozitifligi % 0.1-20 arasindadir (49). Tiirkiye’de
ise toplumun genelinde yapilan taramalarda % 1.7-21 arasinda dagilim bildirilmistir.
HBsAg pozitifligi en yiiksek oranda sirasiyla Eskisehir, Antalya, Diyarbakir, Adana,
Elazig, Erzurum ve Sivas’ta bulunmustur (53,54). Anti-HBs prevalansi ise % 20-56

arasinda verilmektedir (49).

3.3. HEPATIT B VIRUS ENFEKSIYONU
Hepatit B virus enfeksiyonunun klinigi degiskendir; akut diizelen hepatitten
karaciger yetmezligi ve ensefalopatinin eslik ettigi fulminant hepatite, inaktif

tagtyiciliktan karaciger sirozuna kadar farkli tablolar seklinde goriilebilir. Akut viral
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hepatitte enfeksiyonun seyri; inkubasyon donemi, preikterik donem, ikterik donem
ve konvelesan donem olmak tizere baslica dort kategoride incelenebilir (55). Akut
HBYV enfeksiyonunun inkubasyon dénemi 60-180 giin arasindadir; % 75 subklinik,
% 25 asikar seyreder. Akut HBV enfeksiyonunun klinigi ve seyri, enfeksiyonun
alindig1 yasa, virusun genetik yapisina, eslik eden baska hepatotrop virus
enfeksiyonunun varligi ve konak¢min immiin durumuna gore degisiklik gosterir.
Cocuklarda ve genclerde daha hafif seyreder. Dort yasin altindaki ¢ocuklarda % 90,
30 yasin tizerindeki yetiskinlerde ise % 70 oraninda asemptomatik gecirildigi
bildirilmistir (56). Akut HBV enfeksiyonu hikayesi olmayan kisilerde yiiksek oranda
tastyicilik bulunmasi hastaligin daha ¢ok subklinik gegirildiginin bir gostergesidir.
Asemptomatik olan bu olgularda kroniklesme egilimi daha fazladir (55). Saglkl
yetiskinlerde akut enfeksiyondan sonra kroniklesme oram1 % 5 diizeylerinde iken,
enfeksiyonu asemptomatik geciren yenidoganlarda bu oran % 90, bes yasa kadar
olan ¢ocuklarda ise % 25-30 civarindadir (57). Hastalarin % 0.1-0.5’inin fulminan
seyredebildigi, Ozellikle “Precore” ve ‘“core promoter” mutasyonlarina sahip
viruslarla olan enfeksiyonda fulminan seyir goriilebildigi rapor edilmistir (48). Eslik
eden HDV veya HCV enfeksiyonu varliginda akut HBV enfeksiyonlarinin daha fazla
semptomatik olabildigi, kronik bobrek yetmezligi, immiin supresif kullanma, kanser
kemoterapisi alma gibi immiin sistem yetersizligi durumlarinda daha yiiksek oranda
kroniklesebildigi bildirilmektedir (58).

Primer enfeksiyonda HBsAg inkubasyon periyodu sonrasi kanda belirmeye
baslar ve bunu kisa bir siire sonra anti-HBc’nin kanda goriilmesi izler. HBsAg, akut
viral hepatit B olgularinda 2-6 ay i¢inde kaybolur. HBsAg’'nin serumda alt1 aydan
uzun siire tespit edilmesi tasiyiciligi gosterir (59). Serum transaminaz degerleri

normal olan, karaciger hastaliginin diger belirtileri de olmayan, HBsAg pozitif kisiler
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i¢cin “saglikl tasiyic1” terimi kullanilmaktadir. National Institues of Health (NIH)’in
2000 yilinda yaptigi uzlasi toplantisinda HBV enfeksiyonu i¢in kullanilan klinik
terimler yeniden gozden geg¢irilmis ve “asemptomatik HBsAg tasiyiciligi” veya
“saghikli HBsAg tastyiciligi’” terminolojisi yerine “inaktif HBsAg tasiyicilig”
ifadesinin kullanilmasina karar verilmistir (60). Tasiyicilarda genellikle anti-HBc
pozitiftir. Tastyicilarin %70’i kronik persistan hepatit (KPH) olarak kalirken,
%30’unda kronik aktif hepatit (KAH) gelisir. Kronik persistan hepatit olarak
tanimlanan hastalar genellikle sagliklidirlar ve sarilik olmaksizin kalici veya
tekrarlayan AST ve ALT yiikselmeleri gosterirler. Kronik aktif hepatitte ise prognoz
degiskenlik gosterir ve bir¢ok hastada (%15-20) bes yil icerisinde siroza ilerleme,
sirozlu hastalarin %20’sinde ise HSK saptanir (61). Hepatit B virusu tasiyicilarinda
hepatoselliiler karsinom gelisme riskinin enfekte olmayan kisilere gore 100 kat daha
fazla oldugu bildirilmektedir (62).

Hepatit B virus enfeksiyonlu hastalarda HBeAg’nin pozitif, anti-HBe’nin
negatif olmasi viral replikasyonun oldugunu; HBeAg negatif, anti-HBe’nin pozitif
olmasi replikasyonun sona erdigini gosterir. Fakat bazen anti-HBe pozitifken HBV-
DNA’nin da pozitif olmasi, mutant bir enfeksiyonun varligin1 gosterir. Bu nedenle
serumda viral DNA’nin saptanmasi, enfeksiydz virion varliginin en kuvvetli kaniti

olmaktadir (44,45).

3.3.1. Hepatit B Virusu Enfeksiyonunun Tanisi

1-Serolojik Tami: Hepatit B virusu ile enfeksiyon olustugunda organizmada
virusa ait cesitli antijenlere (HBsAg, HBcAg ve HBeAg) karsi antikorlar meydana
gelmektedir. Hepatit B virusu enfeksiyonlarinin 6zgiil tanisini yapmak amactyla

hasta serumunda bu antijenlerin ve antikorlarin varligi aragtirllmaktadir. Bunlarin
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saptanmasi i¢in giinimiizde duyarlhiligi, 6zgiilliigii ve verimliligi yiiksek serolojik
yontemlerden yararlanilmaktadir. Virusa ait antijenler (HBsAg ve HBeAg) ile,
antijenlere kars1 gelisen antikorlar (anti-HBc IgM, total anti-HBc veya anti-HBc IgG,
total anti-HBs ve anti-HBe IgG) ticari olarak bulunan bircok RIA
(Radioimmunoassay) ve ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays) Kkiti
aracilifiyla saptanabilir. Viral HBcAg dolasima katilmadigi ve sadece hepatositler
icinde bulundugu igin serolojik olarak saptanamamaktadir. Bu testler; akut ve kronik
enfeksiyon ayriminin yapilmasinda, infektivitenin degerlendirilmesinde, bagisiklik
durumunun tayininde, kan ve organ vericilerinin taranmasinda rutin olarak
kullanilmaktadir (11). Enfeksiyonun tanisinda ve izlenmesinde kullanilan serolojik

gostergeler Tablo 1’de gosterilmistir (63).

Tablo 1. Enfeksiyonun tanisinda ve izlenmesinde kullanilan serolojik gostergeler

Gosterge Inkubasyon Akut Eski Kronik Asillama
periyodu enfeksiyon enfeksiyon enfeksiyon
HBsAg + + - + R
Anti-HBs - - + - +
Anti-HBc total - + + + -
Anti-HBcIgM - + - + -
HBeAg + + - + -
Anti-HBe - - + + -
HBV DNA + + + + -

Hastanin serolojik test sonuglarina gore yorum yapmak bazen c¢ok kolay
olabilmekte, ancak zaman zaman beklenmeyen sonuclarla karsilasilabilmektedir. Bu

nedenle yorumlamayi c¢ok dikkatli yapmak gerekmektedir. Duruma gore testler
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tekrarlanmali ve gerek duyuldugunda molekiiler tan1 yontemlerinden de
yararlanilmalidir (63).

2- Direkt Tan1 Yontemleri:

a) Hiicre Kiiltiirii: Hepatit B virusu, erigskin ve fetal hepatosit kiiltiirlerinde
tiretilebilmektedir. Rutin kullanim i¢in uygun bir yontem degildir, daha ¢ok viral
patogenezin aragtirtlmasi amaciyla kullanilmaktadir.

b) Viral Antijenlerin Gosterilmesi: Doku 6rneklerinde immiinoperoksidaz
ve immiinofloresan boyalarla HBV antijenleri gosterilebilir. Hepatosit iginde HBsAg
sitoplazmada, HBcAg ise genellikle ¢ekirdekte saptanir. Rutinde kullanimi zor olan,
daha ¢ok arastirma amaciyla kullanilan yontemlerdir (11).

¢) Viral Niikleik Asitlerin Gosterilmesi (Molekiiler Tam Yontemleri):
Hepatit B virusu DNA’smin kanda saptanmasi, aktif HBV replikasyonunun giivenilir
bir gostergesi olup, enfeksiyonun tanisinda, evrelendirilmesinde, tedaviye karar
vermede ve tedavi basarisinin izlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Hepatit B
virusu DNA’simnin  saptanmast ve kantitasyonu amaciyla farkli yOntemler
gelistirilmistir. Testler iki grupta toplanir;

1. Hibridizasyon temelli testler (sinyal amplifikasyonu): Viral DNA, isaretli
prob yardimiyla saptanir. Probdan elde edilen sinyal ¢ogaltilarak Slgiiliir. Dinamik
araliklar1 genis, duyarliliklar1 10*° kopya/ml civarindadir. Dinamik araligi koruyarak
daha duyarl: testlerin gelistirilmesi ¢alismalari siirmektedir (64).

2. Nikleik asid amplifikasyon temelli testler: Viral DNA’nin ¢ogaltilarak
saptanmasi esasina dayanir. Niikleik asidin ¢ogaltilmasi amaciyla polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) veya transkripsiyon {iizerinden amplifikasyon (TMA) gibi
yontemler kullanilabilir. Test se¢iminde belirleyici olan, gereksinim duyulan

duyarlilik  smir1 ve kantitasyon araligidir. Hibridizasyon esasli  testlerin
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duyarliliklariin diisiik olmasi, yiiksek duyarlilik istenen durumlarda (HBsAg negatif
HBV enfeksiyonunun tanisi, tedavi izlemi, vb.) kullanimlarini kisitlamaktadir.
Serumdaki 10 kopya/ml miktarindaki HBV DNA’y1 saptayabilen PZR gibi testler;
asirt duyarli olmasi nedeniyle diisiik diizey HBV enfeksiyonunun tanisinda ve erken
tanida yararli olmaktadir (64). Bu yontemlerle 6nceleri 6rnekte viral genomun varligi
kalitatif yonden arastirilmakta iken, gelistirilen tekniklerle kantitatif olarak genomun
ornekteki miktar1 da saptanmaya baslanmigtir. Molekiiler tan1 konusundaki en 6nemli
gelisme HBV DNA testlerinin duyarliligini artiran gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (Real time PCR tekniginin ortaya c¢ikmasi ve gelismesidir. Gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, 1sima ozelligine sahip molekiiller kullanarak,
PZR olusurken izleme ve miktar belirleme (kantitasyon) yontemidir (65). Bu yontem
ile sonuglar kantitatif olarak daha kisa zamanda verilmekte ve farkli HBV
genotiplerini saptamak miimkiin olmaktadir. Ancak ¢esitli kantitatif test sonuglari
arasinda standardizasyon sorunu bulunmakta ve bu sorunlar ¢6ziimlenmeye

calisilmaktadir (20).

3.4. GIZLI HEPATIT B VIRUS ENFEKSiYONU

Hepatit B virusu enfeksiyonunun iyilesmesi, HBsAg’nin kaybolmasi ile
birlikte HBV-DNA’nin negatiflesmesi ve anti-HBs pozitifligi olarak tanimlanir.
Spontan veya tedavi ile HBsAg kaybolan bazi hastalarda serum ve/veya karacigerde
hassas PZR teknikleri ile diisiik diizeyde HBV-DNA (10° viral genom altinda) varlig:
gosterilmistir (5,6,66). Giiniimiizde, HBV enfeksiyonunun tani ve prognozunun
degerlendirilmesinde, viral antijenlerin ve bunlara karsi olusan antikorlarin
saptanmasi ile yapilan serolojik yontemlerin yetersiz kaldig1 diisiiniilmektedir (67).

Bu sekilde belirlenemeyen HBsAg ile birlikte kronik HBV enfeksiyonunu
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tanimlayan bu yeni durum, “gizli” (okiilt) “sessiz” veya “latent” HBV enfeksiyonu
olarak adlandirilmaktadir. Diger bir ifade ile, HBsAg’nin ¢esitli sebeplerle
saptanamadig1 (anti-HBc ve anti-HBs’nin HBsAg negatifligine eslik ettigi ya da
etmedigi) HBV enfeksiyonu olarak da tanimlanabilir (66). Bu hastalarda serum
HBV-DNA seviyesi genellikle 10* kopya/ml’den diisiiktiir (10>~ kopya/ml serumda,
0,01-0,1 kopya/ karaciger hiicresinde) (4,68).

Gizli HBV iyi tanimlanmis bir klinik durumdur ancak olusum mekanizmasi
heniiz tam olarak agiklanamamustir. Bununla ilgili 6ne siiriilen birkag¢ hipotez vardir.
Bunlar:

I-HBV’nin S bolgesinde mutasyon: Pre-S/S bdlgelerindeki herhangi bir
mutasyon HBs antijenitesini veya iretimini etkileyebilir. Anti-HBs tiretiminde
inhibisyona neden olabilir. Baz1 gizli HBV enfeksiyonlu hastalarda belli pre-S/S
mutasyonlart gdsterilmistir. Baz1 donérlerde de “a” determinantinda mutasyonlar
goriilmiistiir. Bu da HBsAg’nin saptanamamasina neden olmustur. Bu serumlarda
HBsAg negatif, anti-HBc pozitifken, yiiksek diizeyde HBV’ne rastlanabilmektedir
(69).

2-HBV-DNA’nin  konak kromozomlarina entegrasyonu: Gizli HBV
enfeksiyonlu hastalarda genoma entegre veya serbest epizomal HBV-DNA
molekiilleri  gosterilmistir (70). Bu durum virus DNA zincirinin yeniden
diizenlenmesine neden olabilir. Sonugta HBsAg ekspresyonu azalabilir veya
durabilir. Gizli HBV enfeksiyonlu HSK hastalarinda HBV entegrasyon siklig1 fazla
bulunmustur. Son c¢aligmalarla bu hastalarda PZR amplifikasyon ydntemi
kullanilarak HBV-DNA entegrasyonunun belirgin olarak yiiksek bulundugu (>% 50)

tespit edilmistir (71).
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3-Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PKMH) HBV enfeksiyonu: Akut,
gizli ve kronik HBV enfeksiyonu sirasinda PKMH’de HBV-DNA "nin sik bulundugu
gosterilmigtir (72). Daha ileri calismalar PKMH’in farkli subgruplarinda da
(monosit,T ve B hiicre subtipleri) HBV saptandigini gostermistir (4).

4-HBV igeren immiin kompleks olusumu: Akut kendini sinirlayan Hepatit
B’nin iyilestigi ve anti-HBs’nin olustugu tespit edilen olgularla yapilan birkag
calismada, hepatit B iyilestikten sonra da kanda HBV partikiillerinin bulundugu
gosterilmistir (73). Akut HBV enfeksiyonunun erken fazinda, HBV hem serbest
halde hem de immiinglobulinlere (Ig) bagli bulunur. Daha sonra HBsAg’nin anti-
HBs’e serokonversiyonu sonucu daha ¢ok immiinglobulinlere bagli bulunur.
Immiinkompleksler tarafindan maskelenmesi, HBsAg’nin saptanamamasina neden
olabilmektedir (4). izole anti-HBc pozitif kisilerin %30’undan fazlasinda kompleks
olusturmus HBsAg tespit edilmis ve bunlarin %39’unda HBV-DNA saptanmigtir
(74).

5-Konak immiin cevabi; Hepatit B virusu enfeksiyonunun seyri, konagin
immiin cevabi1 ile viral replikasyon diizeyinin dengesine baghdir. Virus
eliminasyonunda hem hiicresel hem de humoral faktorler rol oynar. Multispesifik
yeterli bir T hiicre cevabi, virusu temizler. Fakat yetersiz cevap, virusun kalici
olmasma yol acar. Teorik olarak konak immiin cevabin azalmasi, latent HBV
enfeksiyonu gelismesine neden olabilmektedir (4). Karaciger nakli sonrasinda
immiin siipresyon ile HBV enfeksiyonu niiksetmesi, buna bir 6rnektir. Kronik C
hepatitli hemodiyaliz hastalarinda da gizli HBV enfeksiyon orani (%36,4) yiiksek
bulunmustur (75).

6-Ko-enfeksiyon; Kronik C hepatitli hastalarda gizli HBV enfeksiyonu siktir.

Caligmalar HCV “core” proteininin HBV replikasyonunu engelledigini gostermistir

30



(76). Hepatit B virusu, HCV birlikteliginin, anti-HBs {iretimini azalttigini, HBsAg
klirensini de arttirdigini gostermektedir. Izole anti-HBc pozitif olgularda, anti-HBc
ve anti- HBs’nin birlikte bulundugu olgulara gére daha sik HCV ile koenfeksiyon
bulundugu gosterilmistir (77). Hoofnagle ve ark. izole anti-HBc¢ pozitifligi olan HIV

hastalarinin %90’ 1nda HBV-DNA bulundugunu gostermisglerdir (78).

Gizli HBV’nin baz1 hasta gruplarinda daha sik gozlendigi bildirilmistir (6):
e Hepatoselliiler karsinomlu kronik HCV enfeksiyonu,
e Anti-HBc pozitif vericilerden karaciger alanlar,
e Anti-HBc pozitif kronik Hepatit C’liler,
o Kiriptojenik siroz/fibrozis,
e Hemodiyaliz hastalari,
e Intravendz uyusturucu kullananlar.

Gizli HBV enfeksiyonu ile HBV enfeksiyonunun iyilesmesi arasindaki sinir
net degildir. Iyilesme her hastada HBV ’nin tamamiyle yok edildigi anlamina gelmez,
ancak giiclii bir immiin cevap ile baskilanmistir. Araya giren immiinsiipresyon
yeniden aktivasyona yol acabilir (79).

Gizli HBV enfeksiyonunun 6nemi tartigmalidir. Hepatit B virusu genomu
varliginin, karaciger hastaligina sebep olup olmadigi veya gecirilmis bir enfeksiyon
gostergesi olup olmadigr arastirilmaktadir. Hoofnagle ve ark. 1978’de HBsAg ve
anti-HBs negatif, anti-HBc IgG pozitif kan transfiizyonu sonrasinda HBV
enfeksiyonu gelistigini bildirmislerdir (78). Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
HBsAg negatif, anti-HBs pozitif hastalarda serumda HBV-DNA varlig1 gosterilmistir
(80). Bu tespitle, rutin serolojik profillerin HBV enfeksiyonunun durumunu

belirlemede her zaman gilivenilir olmadigr diisliniilmeye baslanmistir. Rutin
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hibridizasyon yontemleri ile 10* kopya/ml’nin altindaki HBV DNA miktari
saptanamaz. Bu nedenle gizli HBV enfeksiyonu tanist i¢in hibridizasyon

yontemlerinden daha duyarli olan PZR yontemleri kullanilmaktadir (68).

3.4.1. Gizli Hepatit B Virus Enfeksiyonunda Seroloji ve Molekiiler

Inceleme

Hepatit B virusu enfeksiyonunda; sirasiyla HBsAg olusumu, HBsAg klirensi,
anti-HBs olusumu ve anti-HBc gelismesi izler. Anti-HBs kaybolursa, HBV
enfeksiyonuna ait tek belirteg olarak serumda anti-HBc kalir. Gizli HBV
enfeksiyonu, tek basma anti-HBc’si pozitif olanlarda daha sik goriiliir. Bununla
birlikte yalniz anti-HBs’si pozitif olan veya hi¢bir serolojik HBV markiri tagimayan
hastalarda da gizli HBV enfeksiyonu bildirilmistir (80,81). Akut HBV enfeksiyonu
iyilestikten sonra da gizli HBV enfeksiyonu gelisebilir (73). Siroz veya kronik
hepatitli hastalarda spontan ya da antiviral tedavi sonucu HBsAg’nin seroklirensi
sonrasinda da olusabilir. Yapilan ¢alismalarda seri HBV-DNA testlerinin yapilmasi
ile HBV enfeksiyonunun kademeli olarak azaldigi, bu nedenle gizli HBV
enfeksiyonu prevalansinin HBsAg konversiyonundan sonra zamana bagimli oldugu

gosterilmistir (82).

Gizli HBV enfeksiyonu olan hastalarin serumunda DNA diizeyi genellikle
10* kopya/ml’den daha diisiiktiir (68). Bu deger, HBsAg pozitif HBV enfeksiyonlu
hastalardaki degerden olduk¢a diisilk olup, rutin hibridizasyon yontemi ile
belirlenemez (45). Nested PZR, gizli HBV saptanmasinda kullanilan duyarl bir
metoddur. Bununla birlikte, intermitan pozitiflikler sebebiyle gizli HBV enfeksiyonu

gbzden kagabilir (1). Rutinde kullanilan standardize bir PZR metodu yoktur, ancak
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analizde kullanilan testlerin duyarliliklar1 1-3 viral partikiil /ml ile 600 kopya/ml
arasinda degismektedir. Serum Orneginden DNA’nin ayrigtirilmasi, kullanilacak
testin duyarliligi, kullanilan total DNA miktart ve PZR primerleri sonuglarin
giivenilirligi agisindan ¢ok Onemlidir. PZR testlerinin ¢ogunda primer X veya S
genine aittir. Serumla ¢alisildiginda S genini ¢ogaltanlar, karaciger i¢in ise X genini

cogaltanlarin daha duyarli oldugu bildirilmistir (83).
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvurmus ve
tedavileri yapilmakta olan hemodiyaliz, periton diyalizi ve prediyaliz hastalarinda
gizli HBV enfeksiyonunun arastirilmasi planlandi. Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulunca onaylanan bu ¢alisma (FUBAP 2006/2-9, Tipta Uzmanlik, Proje
n0:1289), Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali ile Nefroloji Bilim Dali’nin ortak katkilariyla gerceklestirildi.
Hemodiyaliz, periton diyalizi ve prediyaliz hastalarinin serumlarinda PZR yontemi
ile HBV DNA varlig1 arastirildi.

4.1. Hastalarin Se¢cimi

Kronik bobrek yetersizligi nedeniyle Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Diyaliz
Unitesinde hemodiyaliz tedavisi alan 81 hasta, daha once kronik hemodiyaliz
tedavisi uygulanmadan siirekli ayaktan periton diyalizi tedavisi alan 59 hasta ve
cesitli derecelerde kronik bobrek yetersizligi olan ancak heniiz diyaliz tedavisine
baslanmamis ve Nefroloji poliklinigince takip edilen 46 hasta, rastgele yontemle
onceki hepatit profiline bakilmaksizin ¢alismaya alindi.

4.2. Orneklerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Tiim hastalardan periyodik aylik kontrolleri sirasinda, HBV DNA saptanmasi,
hepatit belirtegleri, AST ve ALT diizeylerinin belirlenmesi i¢in {i¢ ayri tiipe 5’er ml
periferik vendz kan 6rnegi alindi.

Hepatit B ve C virus belirtegleri (HBsAg, HBeAg, anti-HBe, anti-HBc, anti-
HBs, anti-HCV) Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuari’nda, ticari ELISA kitleri (Access and BioRad, Beckman-Coulter,
California, USA) kullanilarak, hastalarin rutin kontrolleri sirasinda g¢aligildi. Ayni

sekilde, aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), fire,
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kreatinin degerleri tiim hastalarda rutin kontroller sirasinda Olympus marka test
kitleri kullanilarak Olympus AU 2700 otoanalizor (Olympus Optimal CO Ltd-Japan)
ile Firat Tip Merkezi Biyokimya Laboratuvari’nda 6l¢iildii. Aspartat aminotransferaz
icin normal deger araliklar1 8-33 U/L, alanin aminotransferaz i¢in normal deger
araliklar1 5-40 U/L olarak saptandi.

Alman kan ornekleri, 2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde
edilen serumlar DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

4.3. Kimyasal Maddeler, Sarf Malzemeleri ve Cihazlar

DNA izolasyon kiti (GenElute, Sigma-Aldrich, USA), HBV primerleri
(Tontek, Istanbul, Tiirkiye), deoksiniikleotid trifosfat (INTP) seti (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) (Fermentas, USA), magnezyum kloriir (Fermentas, USA), buffer
(Fermentas, USA), Taqg DNA polimeraz (Fermentas, USA), 100 b¢’lik DNA ladder
agirhik markeri (Bio Basic, Canada), agaroz (Applichem, Germany), etidyum
bromiir, bromfenol mavisi, xylene cyanol, alkol (Scharlau ET 006, Germany),
elektroforez aparati1 (Consort E833, Belgium), elektroforez tanki, fotograf makinesi
UV lambast ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama tinitesi (TCP-20-M, Vilber
Lourmat, Cedex, France), 1s1 blogu (Major Science MD-02, Belgium), santrifiij
cihazi (Hettich Zentrifugen Mikro 22R, Germany), PZR cihaz1i (AB Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler, Singapour), 10-100 ve 1000 pl pipetler (Medisis,
Istanbul, Tiirkiye), ultraviyole transilluminatdr (Vilber Lourmat, France), elektronik
hassas terazi (Sartorius BC 410, Germany), hiz ayarli vortex (VELP Scientifica,

Italy).
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4.4. DNA lizolasyonu

Tiim orneklerden Gen Elute Mammalian genomic DNA Miniprep Kiti ile,

liretici firmanin Onerileri  dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi. Izolasyon

protokolii su sekilde uygulandi:

1.

Serumlar -20 C° den ¢ikarilarak oda 1sisinda erimeye birakildi. Eriyen
serumlar vorteks cihazinda hafif¢e karigtirildu.

1.5 mI’lik nuclease-free mikrosantrifiij tiiplerine 20 pl proteinaz K soliisyonu
kondu. Uzerlerine 200 pl’lik serum o6rnegi eklendi. Enzimi karistirmak
amaciyla vortekslendi.

Bu sirada GenElute Miniprep baglama kolonuna 50 pl kolon hazirlama
soliisyonu eklendi, 1 dakika siireyle 12000 devirde santrifiij edildi. Artan siv1
atild.

Ucgiincii basamaktaki lizata 200 pl %95-100’liik etanol eklendi, homojen
soliisyon elde etmek igin 5-10 saniye iyice vortekslendi.

Tiipteki tim soliisyon dordiincli basamakta hazirlanmig olan baglama
kolonuna aktarildi, 1 dakika 6500 rpm’de santrifiij edildi. Atik sivi igeren
koleksiyon tiipii atild1 ve baglama kolonuna yeni bir 2 ml’lik koleksiyon tiipii
kondu.

Baglama kolonuna 500 pl yikama soliisyonu eklendi. 6500 rpm.de 1 dakika
santrifiij edildi. Atik siv1 igeren koleksiyon tiipti atild1 ve baglama kolonuna
yeni koleksiyon tiipii kondu.

Tekrar 500 pl yikama soliisyonu baglama kolonuna konarak 14000 rpm’de 3
dakika siireyle santrifiij edildi. Atik siv1 igeren koleksiyon tiipii atilip yeni bir

2 ml’lik koleksiyon tiipli yerlestirildi.
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8. 200 pl eliisyon soliisyonu baglama kolonuna konuldu. Oda 1sisinda 5 dakika
bekletilip 6500 rpm’de 1dakika santrifiij edildi.

9. Ustteki kolon atilarak, altta kalan mikrosantrifiij tiipii igerisindeki genomik
DNA igeren sivi alindi. PZR igin kalip DNA olarak kullanmak iizere -20

°C>de saklandh.

4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonunda HBV’nin S gen bdlgesine spesifik olan ve
HbsAg’nin a determinantini ¢ogaltan, genomun 259 bg’lik bolimiinii saptayan
primerler kullanildi. Bunlar; HBV primer 1 (sens; 5> CAA GGT ATG TTG CCC
GTT TG 3’) ve HBV primer 2 (antisens; 5> AAA GCC CTG CGA ACC ACT GA
3’) primerleridir. PZR i¢in; her bir 0.5 ml ependorf tiipe, drnek basina 5 ul buffer, 5
ul MgCly, 4 pul ANTP (2.5 mM ), her bir sense ve antisens primerden 2ul, 0.5 pl Taq
DNA polimeraz ve 23.5 pl dH,O’dan olusan PZR karisim1 ve 10 ul 6rnek konularak
toplam 50 pl izerinden PZR kuruldu (84).

Polimeraz zincir reaksiyonu tiipleri cihaza yerlestirilerek ilk asamada
94°C°de iki dakikalik bir déngiiye tabi tutuldu. Daha sonra her bir dongii 94°C’de bir
dakika, 52°C’de bir dakika, 72°C’de bir dakika olmak iizere toplam 36 dongii
{izerinden gergeklestirildi. Otuzalt: siklusun sonunda 72°C’de 10 dakika bekletmeyle
PZR tamamlandi. DNA izolasyonu ve PZR esnasinda, her asamada negatif ve pozitif
kontroller kullanildi. Pozitif kontrol olarak laboratuardaki rutin ¢aligmalarda, HBV
DNA yoéniinden pozitif oldugu tespit edilen serum 6rneklerine ait DNA’lar kullanildi.
Negatif kontrol olarak ise, steril distile su kullanildi. Amplifikasyon sonrasi elde

edilen PZR firtinleri % 2’lik agaroz jelde elektroforezle yiiriitiilerek ayirt edildi.
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4.6. Agaroz Jel Elektroforezi:

Agaroz jelin yiizdesi, DNA biiyiikliiklerinin beklenen baz agirliklarina gore
belirlendi. %2’lik agaroz jel hazirlamak igin, 2 gr agaroz tartilarak 100 ml IxTAE
(Tris-asetik asit-EDTA) soliisyonunda kaynatilmak suretiyle eritildi. Bu soliisyonun
stok sekli olan 50X tampon su sekilde hazirlandi: 242 gr TRIS-base, 57.1 gr glacial
asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (etilendinitrilotetraasetik asit, pH 8) 1 litre distile
ve deiyonize suda c¢oziildi. Eriyen agaroz-TAE soliisyonu karisimi 60°C’ye
sogutulduktan sonra, igine 10 pl etidyum bromiir (5 mg/ml, stok sekli kullanildi)
eklendi. Sivi halde olan jel, katilagmasi i¢in jel kalibina dokiildii.

Jelin ilk ve son kuyucuklarina gozlenmesi beklenen bant boyutlarinin
saptanabilmesi amaciyla 100 b¢’lik DNA markeri yiiklendi. Diger kuyucuklara PZR
tiriinlerinden 10 pl alinip 3 ul yiikleme tamponu (%0.25 xylene cyanol FF, %30
glycerol) ile kargtirilarak yiiklendi. Uriinler 150 V’da elektroforez edildi (85).
Ultraviyole 1s1k altinda, olusan bantlar DNA agirlik markeri ile kiyaslandi ve
beklenildigi gibi 259 bg¢ uzunlugunda tespit edilen bantlar HBV-DNA yoniinden

pozitif olarak degerlendirildi.

4.7. Istatistiksel Analiz:

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Verilerin
degerlendirilmesinde SPSS 12.00 paket programi kullanildi. Hastalar arasindaki
kategorik degiskenlerin karsilagtirilmasinda Ki-kare testi, kategorik olmayan
verilerin karsilastirllmasinda ise, Mann-Whitney U ve One-Way ANOVA testleri

uygulandi. P<0.05 olan degerler, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

Calismaya 81’1 hemodiyaliz, 59’u periton diyalizi, 46’s1 prediyaliz olmak
lizere toplam 186 hasta alindi. Hemodiyaliz hastalarinin 4’iinde, periton diyalizi
hastalarinin 5’inde ve prediyaliz hastalarinin 3’tinde HBsAg pozitif olarak saptandi.
HBsAg-pozitif hastalar ¢calisma disinda birakildi. Geriye kalan 174 hasta ¢alismaya

lind1. Bu hastalarin genel 6zellikleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Hastalarin genel 6zellikleri

Hasta degerleri Normal degerler

Yas (y1l) 49.9+17.3 ---
Cinsiyet (K/E) 84/90 ---
Hemoglobin (gr/dl) 11.3£3.2 12-16
Ure (mg/dl) 144.3+48.7 10-50
Kreatinin (mg/dl) 7.5+2,8 0,6-1.2
AST (U/L) 14.9£7.5 8-33
ALT (U/L) 14,3+9,8 5-40
Serum albumini (gr/dl) 3.9+0.44 3.5-5.3
Parathormon (pg/ml) 400.8+328.9 12-65
C-reaktif protein (mg/1) 5.5¢4.1 0-5

Hasta gruplar1 ayr1 ayr olarak incelendiginde; hemodiyaliz ve periton diyalizi
hastalar1 arasinda yas, cinsiyet, primer bobrek hastaligi, diyaliz siiresi, iire, kreatinin,

AST, ALT ve CRP degerleri agisindan anlamli fark yoktu (p>0.05) (Tablo 3).
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Tablo 3. Gruplarin genel 6zelliklerinin karsilastiriimasi

Hemodiyaliz ~ Periton diyalizi Prediyaliz
(n=77) (n=54) (n=43)
Yas (y1l) 51.9+18.1 46.8+£14.9 50.5+18.1
Cinsiyet (K/E) 40/37 19/35 25/18
Primer bobrek hastaligi
Glomertiler hastalik 21 13 11
Diabetes mellitus 14 10 9
Hipertansiyon 12 8 6
Amiloidoz 3 1 -
Diger/Bilinmeyen 27 22 17
Diyaliz siiresi (ay) 48.5+41.5 42.9+44 -
Ure (mg/dl) 144.2+38.9 137.6+47.6 152.5+63.5
Kreatinin (mg/dl) 7.7£2.1 9.1+£3.4 5.1£1.3%
AST (U/L) 16.0+6.7 13.745.3 15.1£9.8
ALT (U/L) 12.8+10.8 15.1+8.4 15.949.6
C-reaktif protein (mg/1) 4.943.3 6.7+4.5 5.1+4.8

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, CRP: C-reaktif protein

*p<0.05, hemodiyaliz ve periton diyalizi hastalarina gore

Tiim hastalar dikkate alindiginda HBsAg pozitiflik oran1 %6.3 (12/189)

olarak saptandi. Hepatit B yiizey antijeni-negatif hastalar arasinda, polimeraz zincir

reaksiyonu yontemi ile HBV-DNA pozitiflik orant %1.7 (3/174) olarak bulundu.

Gizli hepatit B pozitifligi, hemodiyaliz hastalarinda %2.6 (2/77 ), periton diyalizi

hastalarinda %1.8 (1/54) ve prediyaliz hastalarinda ise %0 (0/43) olarak saptandi.

HBV-DNA’nin pozitif bulundugu her iki diyaliz grubunda da hastalarin ayni

zamanda izole anti-HBc pozitifligi (HBsAg negatif hastada anti-HBc pozitifligi)

gosterdigi belirlendi (Tablo 4).

Hemodiyaliz hastalarinin 35’inde, periton diyalizi hastalarinin 12’sinde ve

prediyaliz hastalarinin 10’unda anti-HBs pozitif olarak saptandi. Bu oran tiim
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hastalar i¢in 57/174 (%32)’dir. Hasta gruplar1 arasinda hepatit B virlisun saptanan

serolojik belirtecleri Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Hasta gruplari arasinda hepatit belirleyicilerinin karsilastirilmasi

Hemodiyaliz ~ Periton diyalizi Prediyaliz

n=81 n=59 n=46
HBsAg pozitifligi 4 5 3
HBV DNA 2 1 -
Anti-HBc 21 26 2
Izole anti-HBc 5 3 1
HBV DNA 2 1 -

Gizli hepatit B 2/77 1/54 0/43
Izole anti-HBc 2 1 -
Anti-HCV pozitifligi 4 2 1

Hepatit B virusu yiizey antijeni negatif olan 174 hastanin serum
orneklerinden yapilan PZR sonucunda elde edilen iirtinler, 3 pl yiikkleme tamponu ile
karistirillarak, igine 10 pl etidyum bromiir eklenmis %2’lik agaroz jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. Beklenen 259 baz c¢iftlik bant boyutlarinin belirlenebilmesi
amaciyla ayni jel iizerine ilk ve son kuyucuklara 100 baz ¢iftlik DNA markeri de
yiiklendi. Jel, 150 volt akimla c¢alisan elektroforez aparati yardimiyla 15-20 dakika
yiritiildi. Etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlart DNA markeri ile kiyaslanarak
UV transilluminatér cihazit ile degerlendirildi ve fotograflandi. 259 baz c¢ifti
agirhigindaki HBV DNA pozitif polimeraz zincir reaksiyonu iirlinleri sekil 4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4. HBV DNA pozitif orneklere ait PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel

goruntusi. M hatlart: 100 b¢’lik DNA molekiiler agirlik markeri; 1, 3, ve 5. hatlar pozitif olarak
saptanan serum Ornekleri (259 bg’lik bantlar); 2. hat: DNA ekstraksiyon negatif kontrolii; 4. hat: PZR

negatif kontrolii.

Gizli HBV enfeksiyonu yoniinden pozitif olan hastalarla negatif hastalar
karaciger enzimleri ve CRP diizeyleri yoniinden karsilagtirildi. Her iki grupta da
ortalama AST ve ALT degerleri normal sinirlar i¢cinde olmakla birlikte, gizli hepatit
B pozitif hastalarda AST ve ALT diizeyleri daha yiiksekti, ancak hasta sayisinin az
olmasimin da etkisiyle anlamh fark gozlenmedi (p>0.05). Diyalize bagimli olan
hastalarda daha belirgin olmakla birlikte kronik bobrek yetersizligi olan hastalarda
cesitli sebeplere bagli olarak gelisen mikroinflamasyonun belirteci olan CRP
degerleri ise gizli hepatit B pozitif hastalarda daha yiiksek goriiniirken, bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Tablo5).
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Tablo 5. Gizli hepatit B pozitif ve negatif hastalarin genel 6zellikleri

Gizli hepatit B Gizli hepatit B p
pozitif (n=3) negatif (n=171)
Yas (y1l) 43,6+8,3 50,1+17,3 >0.05
AST (U/L) 15+7,5 9,3+6,5 >0.05
ALT (U/L) 14,4499 7,0+£2,0 >0.05
CRP (mg/l) 8,54+6,2 5,544,2 >0.05

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, CRP: C-reaktif protein
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6. TARTISMA

Hepatit B virus enfeksiyonunun bulas yollarindan en 6nemlisi kan ve kan
tiriinlerinin transflizyonudur. Dolayisiyla, HBV diyaliz ortaminda ¢ok kolay
yayilabilen bir viral etkendir. Tim diinyada akut veya kronik hepatit, siroz ve
hepatoselliiler karsinomun en Onemli nedeni olarak gosterilmektedir. Bundan
yaklasik 30 y1l kadar 6nce HBV infeksiyonu diyaliz iiniteleri i¢in ¢ok ciddi ve yaygin
bir tehdit olarak goriiliiyordu. O giinlerde bazi diyaliz merkezlerinde HBsAg
prevalanst % 50’nin lizerindeydi. Amerika Birlesik Devletleri “Hastaliklar1 Kontrol
Merkezi (CDC)’nin HBsAg-pozitif hastalar ile HBsAg-negatif hastalarin farkl
makinelerde diyalize alinmasi, enstriimanlarin ve personelin 6zel olmasi1 ve genel
hijyen kurallarina uyulmasi1 gibi Onerilerinin uygulanmasiyla hemodiyaliz
tinitelerinde HBsAg prevalansi hizli bir diisiis gostermistir (86). Daha sonra, 1980°1i
yillarin basinda uygulamaya konulan HBV agsis1 ile HBV enfeksiyonu, gelismis
iilkelerdeki hemodiyaliz {initeleri i¢in ciddi bir sorun olmaktan ¢ikmustir. Ulkemiz
icin ayn1 iyimser tablodan bahsetmek kolay degildir. Tiirk Nefroloji Dernegi Kayit
Sistemi raporlarina gore, 2004 yilinda hemodiyaliz hastalarinda HBsAg pozitifligi
orant % 4.9°dur (87). Bu hastalarda hepatit B prevalansinin yiiksek olmasinda genel
hijyenik kurallarin yeterince uygulanamamasi disinda immiin direncin zayif olmasi
da 6nemli rol oynamaktadir. Buna bagl olarak, hepatit B i¢in asilanan hemodiyaliz
hastalarinin sadece % 50-60’1nda koruyucu antikor cevabi gelismektedir (88).

Hemodiyaliz hastalarinin, akut hepatit B enfeksiyonundan sonra kronik
tastyict olma ihtimali oldukga ytiksektir. Bu oran diyaliz hastasi olmayanlar i¢in %
10 iken diyaliz hastalarinda % 80’lere ¢ikmaktadir. Bunun yaninda, HBV tasiyicisi

olan diyaliz hastalarinda kronik karaciger hastaligi gelisme riski de fazladir. Bir
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calismada HBsAg-pozitif asemptomatik 75 diyaliz hastasina karaciger biyopsisi
yapilmis ve % 79’unda ¢esitli derecelerde histopatolojik karaciger hasari oldugu
gosterilmistir  (89). Buna baglh olarak, birgok hasta bdobrek nakli sansin
kaybetmektedir. Ciinkii organ nakli sonrasi yogun immiinsiipresif tedavinin de
katkisiyla siroz gelisebilmektedir. Ne yazik ki bu hastalar i¢in etkili ve kesin bir
tedavi yontemi de yoktur (90). Sonu¢ olarak; diyaliz hastalarinda HBV
enfeksiyonlarinin tespiti, onlenmesi ve tedavisi olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Hemodiyaliz hastalarinda HBsAg pozitifligi giderek azalmasina ragmen,
spesifik ve sensitif PZR temelli HBV-DNA testleri ile HBsAg’nin negatif oldugu
hastalarda HBV viremisi (gizli hepatit B) oldugu gosterilmistir (91). Gizli hepatit B
varliginin cesitli hasta gruplarinda prevalansi ve klinik 6nemi hakkinda c¢aligmalar
giderek artmaktadir. Biz de bu g¢alismada hemodiyaliz hastalarinda, gizli hepatit
varligini ve hepatit belirtecleri ile iligkisini arastirdik. Buna ek olarak daha 6nce gizli
hepatit prevalansi ile ilgili bir calismaya rastlamadigimiz periton diyalizi hastalarinda
ve heniiz diyaliz tedavisi baglanmamis kronik bobrek yetersizligi olan hastalar1 da
calisma kapsamina alarak bu gruplar karsilagtirmayi planladik.

Gizli HBV enfeksiyonu ile ilgili baz1 ¢alismalara ragmen, gergek prevalansi
tam olarak saptanamamistir. Bunun nedenlerinden birisi; gizli HBV enfeksiyonu
kliniginin oldukc¢a genis bir spektrumda goriilebilmesidir. Kronik asemptomatik
tagtyicilik olabildigi gibi, akut ve kendini sinirlayan hepatit B, siroz veya
hepatoselliiler kanser ile birlikte goriilebilir. Diger bir neden ise, ¢alismalarin
cogunda Ornek sayilarinin genellikle az olmasidir. Calismalarla alinan popiilasyon
heterojen olup, kontroller eksiktir. Bu nedenlere ek olarak, enfeksiyonu tespit etmek

icin kullanilan yontemlerin duyarliligi degiskenlik gostermekte, yanlis pozitif ya da

45



yanlis negatif olgulara sik ratlanmaktadir. Bu nedenle yiiksek duyarli ve 6zgiin PZR
caligsmalari, ger¢ek prevalansin saptanmasi i¢in 6nem arz eder (92).

HBV-DNA’nin enfeksiyon esnasinda tespiti zamana bagimlidir. Enfeksiyon
boyunca HBV klirensi dalgalanmalar gosterebilir. Bu nedenle enfeksiyon prevalansi
degerlendirilirken bu faktorlerin de goz 6niinde bulundurulmasi 6nem tasir (92).

1980’1i yillardan itibaren serolojik tan1 yontemlerinin yan1 sira molekiiler tani
yontemlerinin de kullanimi giindeme gelmis ve HBV tanist igin ¢esitli yontemler
gelistirilmeye baslanmugtir.  Onceleri insan serum ve dokularinda dot blot
hibridizasyon veya sivi ortamda gerceklestirilen klasik hibridizasyon teknikleri
kullanilarak HBV DNA’s1 saptanmustir. Fakat bu yontemler, 6rnekte 10*°
kopya/ml’den daha az sayida DNA varliginda genellikle yetersiz kalmaktadir. Bu
sorunlar1 agmak icin, PZR gibi ortamdaki niikleik asit miktarini saptanabilir diizeye
kadar g¢ogaltacak yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerle onceleri 6rnekte viral
genomun varligi kalitatif yonden arastirilmakta iken gelistirilen tekniklerle kantitatif
olarak da miktar saptanmaya baslanmistir. Hepatit B virus DNA’sinin saptanmasi ve
kantitasyonu amactyla farkli yontemler gelistirilmistir. Test se¢iminde belirleyici
olan, gereksinim duyulan duyarlilik sinir1 ve kantitasyon araligidir. HBsAg negatif
enfeksiyonun tanisi (Gizli HBV) ve tedavi izlemi i¢in yiiksek duyarliliga sahip test
kullanim1 gereklidir. Serum orneginden DNA’nin ayristirilmasi, kullanilacak testin
duyarliligi, kullanilan total DNA miktar1 ve PZR primerleri sonuglarin giivenilirligi
acisindan ¢ok dnemlidir (63).

Calismamizda hedef niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi esasmna dayali PZR
yontemi kullanilarak HBV DNA amplifikasyonu yapilmis, amplifikasyon sonrasi
elde edilen firiinler elektroforez cihazinda %2’lik agaroz jelde yiiriitilerek UV 151k

altinda elde edilen bant profilleri degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucu
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beklenildigi gibi 259 b¢ uzunlugundaki bantlar HBV DNA yo6niinden pozitif olarak
kabul edilmistir. Calismamizda PZR yontemi ile gizli hepatit B oran1 hemodiyaliz
hastalarinda %2.6, periton diyalizi hastalarinda %1.8, prediyaliz hastalarda %0
olarak bulunmustur. Cesitli c¢aligmalarda hemodiyaliz hastalarinda gizli HBV
enfeksiyonunun orani, ortalama olarak %14-36 araliginda bildirilmistir (75,77,91).
Altindis ve ark. hemodiyalize giren 153 hasta ile higbir zaman diyaliz tedavisi
almamig 73 kisiden olusan, hepsi HBsAg negatif olan toplam 226 bireyde gizli
hepatit B varligin1 ger¢cek zamanli PZR yoOntemi ile arastirmiglardir. Hemodiyaliz
hastalarmin  %12.4’tinde, hemodiyaliz hastasi olmayan ancak farkli serolojik
profillere sahip bireylerin ise %6.8’inde HBV-DNA pozitifligi saptamiglardir (93).
Bizim hemodiyaliz hastalarimizda saptadigimiz gizli hepatit oranmi literatiirdeki
sonuglara gore daha diisiik seviyelerdedir. Bununla birlikte HBsAg negatif
hemodiyaliz hastalarinda HBV-DNA pozitifliginin ¢ok diisiik oranlarda bildirildigi
caligsmalar da rapor edilmistir. Fabrizi ve ark. 213 hemodiyaliz hastasini inceledikleri
¢ok merkezli bir ¢aligmada hastalarin hicbirinde (%0) gizli hepatit B enfeksiyonu
bulamamiglardir (94). Yakaryilmaz ve ark. bu oran1 188 hemodiyaliz hastasinda 5
(%2.7); Minuk ve ark. ise 239 erigkin hemodiyaliz hastasinda %3.8 olarak
bildirmislerdir (95,96). Kullanilan teknigin duyarliligi, hasta gruplarinin biiytkligi
ve virolojik Ozelliklerin, oranlardaki bu farkliliklara neden olabilecegi bildirilmistir
(91,97). Bunun disinda, calisilan bolgedeki insan populasyonun HBV sikligi bu
farklilikta rol oynayabilir. Ciinkii, gizli hepatit B prevalansinda cografik
degisikliklerin de etkili oldugu dolayis1 ile, HBV enfeksiyonu endemisi ile de ¢ok
yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (98).

Hepatit B ve C virusu ko-enfeksiyonu sik goriilen klinik bir durumdur (99).

Hepatit C virusuna bagl kronik karaciger hastaligi olanlarda HBV-DNA pozitifligi
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HCV dis1 sebeplere bagli olanlara goére daha fazladir (76). Klinik 6nemi iyi
anlagilamamakla birlikte, gizli HBV enfeksiyonlarinin kronik hepatit C’li hastalarda
daha sik oldugu bildirilmistir (100). Diger taraftan, HCV varligiin HBV
replikasyonunu baskiladigini ileri siiren ¢alismalar da vardir (100,101). Altindis ve
ark. hemodiyaliz hastalarinda gizli hepatit B oranini %12.4, anti-HCV pozitif olan
hemodiyaliz hastalarinda ise %27.5 olarak belirlemislerdir (93). Bu oran1 Kao ve ark.
%15 (31/210), Silva ve ark. %14 (15/106), Khattab ve ark. ise %7.5 (4/53) olarak
bildirmiglerdir (100,102,103). Besisik ve ark. HBsAg negatif, HCV-RNA pozitif
kronik hepatit C’li 33 kronik hemodiyaliz hastasinda HBV DNA PZR arastirmasi
yapmis, 12 (%36.4) hastada pozitif sonuc¢ elde etmisler ve kronik hepatit C’li
hastalarda artmis gizli HBV enfeksiyonu insidansinin énemli bir kismindan YMDD
mutasyonun sorumlu oldugunu ileri stirmiiglerdir (75). Bunun aksine, Goral ve ark.
HBsAg negatif, anti-HCV pozitif 50 kronik hemodiyaliz hastasinda gizli hepatit B
oranint %0 olarak bildirmistir (104). Benzer bir sonu¢ Yakaryilmaz ve ark.
tarafindan da bildirilmistir (95). Bizim c¢alismamizda ise; muhtemelen anti-HCV-
pozitif hastalarin ayr1t makine ve odalarda diyalize alinmasi, diizenli aylik takipler ve
genel hijyenik kurallara titizlikle uyulmasi gibi nedenlerle anti-HCV pozitif hasta
sayimiz azdir, dolayistyla bu verilerle HCV ve gizli HBV etkilesimi konusunda bir
sonug ¢tkarmak miimkiin olmamustir.

Gizli hepatit B ile iligkisi arastirilan bir baska durum da anti-HBc
pozitifligidir. HBsAg’yi notralize eden ve HBsAg’nin temizlenmesinden sonra
ortaya ¢ikan anti-HBs, HBV enfeksiyonunun gegcirilmesinden yillar sonra
kaybolabilmekte ve anti-HBc, gecirilmis HBV enfeksiyonunu gosteren tek belirteg
olarak kalabilmektedir. izole anti-HBc (HBsAg-negatif hastada anti-HBc pozitifligi)

varligiin klinik 6nemi non-iiremik hastalarda oldugu gibi diyaliz hastalarinda da
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tam olarak bilinmemektedir. Bazi raporlarda anti-HBc pozitifliginin enfeksiyoz bir
potansiyele sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. Kullanilan teste ve gergek pozitif
sonuglarin prevalansina bagli olarak, anti-HBc pozitifliginin bir kisminin yanlis
pozitif olabilecegi gosterilmistir (105). Carpenter ve ark., anti-HBc prevalansinin
anti-HCV pozitif hastalarda daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (106).
Yakaryilmaz ve ark., bu orant %7.9 olarak bildirmislerdir (95). Buna karsilik,
Besisik ve ark. anti-HCV pozitif hastalarin hicbirinde anti-HBc pozitifligi
bulamamiglardir (75). Yine ayn1 yazarlar ve ayrica Haushofer ve ark. tarafindan anti-
HBc seropozitifligi agisindan gizli hepatit B enfeksiyonu olan ve olmayan hastalar
arasinda herhangi bir farklilik bulamamiglardir (75,95,107). Yakaryilmaz ve ark.,
tim hastalarda anti-HBc pozitifligini %44.7, izole HBc pozitifligini %6.4 olarak
bulmuslar ve izole anti-HBc pozitifliginin gizli hepatit B olanlarda daha yiiksek
oldugunu bildirmistir (95). Bizim sonuc¢larimiza gore hemodiyaliz hastalarinin
21’inde (%27.2) periton diyaliz hastalarinin 26 (%48.1)’sinda ve prediyaliz
hastalarin 2 (%4.6)’sinde anti-HBc¢ pozitifligi saptanmustir. Izole anti-HBc pozitifligi
orani ise sirasiyla %6.5 (5/77), %5.5 (3/54) ve %2.3 (1/43)’dir ve gizli HBV
enfeksiyonu olarak tanimladigimiz hastalarin hepsinde izole anti-HBc pozitifligi
gozlenmistir. Ancak, anti-HBc pozitifligi olan hastalarimizin hig¢birinde klinik olarak
akut ikterik hepatit oykiisii alinamamistir. Uzun siireler once veya erken ¢ocukluk
doneminde enfeksiyonun alinmasi bu durumun olasi nedenleri olarak diigiiniilebilir.

Diger taraftan akut HBV nin subklinik seyredebildigi de unutulmamalidir (108).

Hastalarimizin %32’sinde anti-HBs pozitif olup bunlarin hi¢birinde HBV-
DNA pozitifligi gozlenmemistir. Genel bilgi olarak antijenleri negatiflesmis, anti-

HBs ve anti-HBc antikorlar1 olusmus kisilerde enfeksiyonun sona erdigi
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disiiniilmektedir. Bu c¢alismamizda elde ettigimiz bulgular da bu gorisi
desteklemigtir. Ancak, anti-HBs’nin pozitif olmasi her zaman iyilesme anlamina
gelmemektedir. Nadiren HBsAg-negatif ve anti-HBs-pozitif olan hastalarda da HBV-
DNA varlig1 gosterilmistir (80,81). Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, gizli
HBV’li hemodiyaliz hastalarinda, anti-HBs’nin varli§i, HBV’nin yetersiz
ndtralizasyonunu ve rutin serolojik profilin HBV enfeksiyonunun durumunu
tanimlamada her zaman i¢in tek basina yeterli olmayabilecegini diisiindiirmektedir.
Aktif viral replikasyonun oldugu HBsAg-pozitif diyaliz hastalarinda
karaciger hasarmin daha fazla oldugu ve serumda HBV-DNA varliginin
aminotransferaz aktivitesinin giiclii ve bagimsiz bir belirleyicisi oldugu daha once
gosterilmistir (109). Yakaryilmaz ve ark. yaptiklar1 ¢alismada HBV viremisi olan ve
olmayan hastalar1 karsilagtirdiklarinda AST ve ALT diizeylerinin benzer oldugunu
goriilmistiir (95). Bizim calismamizda ise; HBV viremisi olan hastalarin ALT
diizeyleri HBV DNA-negatiflere gore daha yiiksek (14,4+9,9 U/L vs 7,0+2,0 U/L)
saptanmig olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir yiikseklik olarak
bulunmamistir (p>0.05). Calismamizda saptanan gizli HBV enfeksiyonu sayisinin
azligt bu bilginin degerlendirilmesinde yeterli olmamakla birlikte, serum
aminotransferaz diizeyleri hemodiyaliz hastalarinda gizli hepatit B enfeksiyonu i¢in
uygun bir tarama metodu olmayacagi diisiiniilmiistiir. Ancak diyalize bagimli olan
hastalarinin %10-90’1nda veya heniiz diyaliz tedavisine bagslanmamis kronik bdbrek
yetersizligi olan hastalarda nedeni tam olarak bilinmeyen sekilde serum
aminotransferaz diizeyleri non-iiremik hastalara gore daha diisiiktiir. Bu nedenle,
normalinin {ist sinirmin % 10-20 {stiinde bir deger ya da normal-iist sinirlar iginde
belirgin bir enzim diizeyi artis1 olas1 hepatit B ve C enfeksiyonlarini akla getirmelidir

(110,111).
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Gizli hepatit B enfeksiyonunun ¢esitli klinik durumlardaki 6nemi, 6zellikle
diyaliz hastalarindaki sonuglar1 hakkindaki ¢aligmalar hala gilincelligini
korumaktadir. HBsAg negatif kisilerde kan tansfiizyonu ile HBV nin gegisi yaklasik
20 yildir bilinmektedir (78). Gizli HBV enfeksiyonunun buna katkisinin oldugu
cesitli calismalarda gosterilmistir. Gizli HBV enfeksiyonunun klinik sonuglart ile
ilgili olarak organ nakli yapilan hastalarda da 6nemli ¢alismalar yapilmaktadir. Gizli
HBYV enfeksiyonlu vericilerden nakil sonrast HBV gegis riski, %25-94 arasindadir
(112). HBsAg negatif, anti-HBs pozitif bir hastada bdbrek transplantasyonu
sonrasinda yeni bir (de-novo) HBV enfeksiyonu gelistigi bildirilmistir. Retrospektif
olarak yapilan incelemede hastanin nakil 6ncesi serumunda HBV-DNA’nin PZR ile
pozitif oldugu gosterilmistir (113). Bunlarin disinda, gizli HBV enfeksiyonunun bazi
hastalarda karacigerde hafif diizeyde kronik hasara neden oldugu ileri siiriilmiistiir
(73). Son olarak, sadece HCV enfeksiyonu olan hastalarla, HCV ile birlikte gizli
HBYV enfeksiyonu olanlar, HSK gelisim siiresi agisindan karsilastirildiklarinda; gizli
HBYV enfeksiyonu olanlarda daha erken stirede HSK gelistigi goriilmiistiir (114).

Caligmamizdaki 59 Periton diyalizi hastasinin 5 (%8.4)’inde HBsAg
pozitifligi bulunurken, bu hastalarin sadece birisinde HBV-DNA pozitif
bulunmustur. HBsAg negatif olan 54 hastadan 1 (%]1.8)’inde HBV-DNA pozitif
olarak saptanmistir. Prediyaliz donemdeki hastalarimizda ise bu oran %0’dur.

Calismamizda periton diyalizinde HBsAg pozitifligi daha yiiksek
bulunmustur. Bununla birlikte periton diyalizi hastalarinda evde izole kosullarda
diyaliz yapilmasi, transfiizyon ihtiyacinin daha az olmasi, damar giris yolu
gerektirmemesi gibi nedenlerden dolayr HBV enfeksiyonlarinin prevalansi daha
diisiik olarak bildirilmektedir. Son déonem bobrek yetersizligi olan hastalarda renal

replasman tedavisine periton diyalizi ile baslanarak devam edilmesi viral hepatit

51



riskini azaltmaktadir (115). Ayrica, hepatit B asisina periton diyalizi hastalarinda
daha iyi sonu¢ alindigina dair raporlar da vardir. Svac ve ark. 10 mIU/L’nin
istlindeki pozitif as1 cevabi oranini hemodiyaliz hastalarinda %34, periton diyalizi
hastalarinda ise %53 olarak tespit etmislerdir (p=0.03) (116). Prediyalitik kronik
bobrek yetmezligi hastalarinda agilamaya cevap hem daha erken hem de daha yiiksek
konsantrasyonlarda olmaktadir (117). Buna karsilik, her iki diyaliz tipinde ve
prediyaliz hastalarinda benzer cevap alindigina dair ¢aligmalar da yayimlanmistir
(88,118). Dogukan ve ark.nin yaptiklar1 bir ¢calismada total serokonversiyon orani
%78 olarak bildirilmistir. Bu ¢alismaya gore, as1 cevabi prediyaliz ve periton diyalizi
hastalarinda (%80 ve %382), hemodiyaliz hastalarina (%75) gore daha yiiksek
bulunmasina ragmen aradaki fark istatistiksel anlamliliga ulagmamistir. Periton
diyalizi ve prediyaliz hastalarinda nispeten daha yiiksek olan bu sonuglar, bu
hastalarin hiicresel immiin cevaplarinin hemodiyaliz hastalarina gore daha iyi
olmasina baglanabilir (119). Dolayisiyla, calismamizda bu grup hastalarda (periton
diyalizi ve prediyaliz) gizli hepatit B enfeksiyonunun goériilmemesinin kan yoluyla
bulasma gibi nedenlerin disinda bir diger nedeni de hiicresel immiinitedeki
farkliliklardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Sonug olarak ¢calismamizda, HBsAg negatif hemodiyaliz hastalarinda % 2.6,
periton diyalizi hastalarinda %1.8 oraninda gizli HBV enfeksiyonu saptanmistir. Bu
hastalarin bulagtiricilik 6zellikleri de g6z oniine alindiginda, HBV negatif hastalara
diyaliz yoluyla virusun bulastirilmasi kagmilmaz goriilmektedir. Bu ise kronik
bobrek yetmezligi nedeniyle hayat kalitesi belirgin diizeyde diismiis olan diyaliz
hastalarinda morbidite ve mortaliteyi yiikseltebilecek dnemli bir risk olusturacaktir.
Gizli hepatit B enfeksiyonunun tanisinda anahtar test HBV-DNA’nin saptanmasi

oldugu i¢in kullanilan teknik ve yontemin standardizasyonu ¢ok onemlidir. Diyaliz
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tinitelerine basvuran hastalarda en azindan ilk bagvuru sirasinda PZR tabanli bir
yontemle viral DNA arastirmasi yapilmasi ileride gelisebilecek saglik sorunlarinin
engellenmesi acisindan faydali olabilir. Bu konuda daha kapsamli caligmalara

duyulan gereksinim devam etmektedir.
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